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ZUR ASSIMILATIONSÜKOLOGIE 
DER IMMERGRÜNEN OLEA EUROPAEA UND QUERCUS ILEX 
UND DER SOMMERGRÜNEN QUERCUS PUBESCENS 
IM NÖRDLICHEN GARDASEEGEBIET 
Von 
WALTER LARCHER 
Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 16. Februar 1961) 


Gemessen an der gründlichen floristischen und vegetationskundlichen 
Bearbeitung des mediterranen Florengebietes ist dort experimentell- 
ökologisch noch verhältnismäßig wenig unternommen worden. Das ist 
sehr erstaunlich, wenn man bedenkt, daß sich in diesem Gebiet gleich 
drei grundsätzlich wichtige Fragestellungen aufdrängen: erstens die 
Frage, inwieweit der relativ milde und kurze — im Süden frostfreie — 
Winter von den Immergrünen zur Stoffproduktion ausgenützt werden 
kann; sodann, wie sehr die für das typische Mediterranklima charakteri- 
stische Sommerdiirre die Vegetation beeinträchtigt, und endlich, wie sich 
die Kombination des milden Winters mit heißem und trockenem Sommer 
auf den Wettbewerb zwischen immergrüner Hartlaubmacchie und som- 
mergrünem Laubwald auswirken mag. 

Begreiflicherweise wandte sich die Aufmerksamkeit der meisten 
Ökologen der Sommerdürre zu (vgl. die eingehende Literaturbearbeitung 
bei PisEK 1960). Beobachtungen ganzer Jahresgänge, die wenigstens 
indirekt auch über die Produktionsmöglichkeit im Winter Aufschluß 
geben, sind spärlicher: GoLA (Norditalien; 1923: Stärkeauf- und -abbau), 
Bruno (Palermo; 1926: Stärkespeicherung; 1935: Transpiration; 1936: 
Assimilation), MONTEMARTINI (Palermo; 1928: Trockensubstanzzuwachs 
mit Hilfe der Blatthälftenmethode, Wassergehalte), KILLIAN (Algier; 
1932: Transpiration, Wasserhaushalt; 1933: Assimilation). 

Unter den Ergebnissen aller bisherigen Arbeiten dürfen wir, trotz 
mancher Widersprüche, wohl folgendes als gesichert betrachten: 

1. Die Sommerdürre gefährdet die Wasserbilanz verschiedener Arten 
auf demselben Standort ungleich stark; doch sind alle Pflanzen je nach 
Wasserspeicherungsvermögen des Bodens und Dauer der Trockenheit 
früher oder später gezwungen, immer zeitiger am Tag ihre Spalten zu 
schließen. Infolge der Schließbewegung wächst der stomatäre Diffusions- 
widerstand. Vollständiger Spaltenschluß unterbindet den CO,-Einstrom 
ins Blatt gänzlich, so daß die Photosynthese darauf beschränkt bleibt, 

Planta, Bd. 56 40 











608 WALTER LARCHER: 


die Atmungskohlensäure zu reassimilieren (STÂLFELT 1935, Pısek und 
WINKLER 1956). Bevor es soweit kommt, mag sich zunehmender Dif- 
fusionswiderstand im Mesophyll geltend machen (GAASTRA 1959) und 
Plasmaentquellung die Photosynthese vorübergehend oder sogar an- 
haltend beeinträchtigen (WALTER 1931, Romose 1940, MoNTFoRT und 
Hann 1950, STOCKER 1954 und 1956). 


2. Während der Wintermonate sind die Immergrünen gut mit Wasser 
versorgt. Die Tagesgänge der Transpiration sind eingipfelige, sym- 
metrische Kurven, die Tagesgänge der Netto-Assimilation Klammer- 
kurven (Pistacia lentiscus, KırLLıan 1933). Die Assimilation erreicht 
nach Kırııan (1933) und Bruno (1936) im Winter bei den meisten 
Arten nicht so hohe Intensität wie vor Beginn der Sommerdürre. 
Vollständig zum Erliegen, wie wir es von den immergrünen Holz- 
pflanzen der kaltgemäßigten Zone kennen (vgl. Pısek 1960, dort auch 
einschlägige Literatur angegeben), kommt die Assimilation bei den 
mediterranen Immergrünen jedoch offenbar nicht. 


Über das Grundsätzliche hinaus ist wenig bekannt und es bleibt be- 
sonders über Stoffgewinn und Stoffhaushalt der Hartlaubvegetation 
noch viel zu tun. Vor allem wäre es notwendig, für einige charakteri- 
stische mediterrane, immergrüne und — zum Vergleich — sommergrüne 
Holzpflanzen die Jahresbilanz des Kohlenstoffhaushaltes zu erstellen. 
Die Unterlagen für eine solche Berechnung müßten am Standort an 
zahlreichen Versuchstagen während des ganzen Jahres durch gleichzeitige 
Messung des CO,-Gaswechsels, der Transpiration und der wichtigsten 
meteorologischen Größen gewonnen werden, im Idealfall durch dauernde 
Registrierung von CO,-Gaswechsel und standorts-klimatischen Größen, 
ein Verfahren, das bisher einzig TRANQUILLINI (1959) auszuüben im- 
stande war. Bei Holzpflanzensämlingen oder Kräutern mag es u.U. 
(z.B., wenn die Wasserbilanz während der ganzen Vegetationsdauer 
ständig ausgeglichen bleibt!) möglich sein, die Bilanz sogar mit Hilfe von 
Laboratoriumsanalysen der Licht- und Temperaturabhängigkeit des 
CO,-Gaswechsels zu berechnen, wenn geeignete Klimadaten zur Verfü- 
gung stehen (BoysEn-JENSEN 1932, 1949a, Romose 1940, LARSEN 1941, 
WINKLER 1960). An größeren Bäumen und Sträuchern aber bleibt, 
abgesehen von obiger Einschränkung, eine Extrapolation von Meß- 
ergebnissen an einzelnen Zweigen auf den ganzen Baum, der ja ein Gefüge 
mannigfach abgewandelter morphologischer, physiologischer und vor 
allem mikroklimatischer Faktoren ist, immer nur eine ungefähre Ab- 
schätzung, nicht zuletzt deshalb, weil man in eine solche Berechnung die 
am Stoffhaushalt entscheidend beteiligten Faktoren Assimilatverwertung 
und -verteilung nicht einbeziehen kann (BoYSEN-JENSEN 1932, 1949a, 
WALTER 1956). 





Zur Assimilationsökologie der Immergrünen und der Sommergrünen 609 


RegelmäBige Konstitutionsanalysen am Standort und schon gar Dauerregi- 
strierung waren mir nicht möglich. So suchte ich vorerst auf Grund von Labora- 
toriumsexperimenten unter standardisierten Bedingungen (Näheres s. LARCHER 
1961, S. 578ff.) möglichst gesichertes Zahlenmaterial zu gewinnen. Wenn auch 
daraus keine Bilanz errechnet werden kann, so liefern derartige Messungen doch die 
Unterlagen für eine grobe Abschätzung der Produktionsmöglichkeiten der betreffen- 
den Arten zu den verschiedenen Jahreszeiten. Im übrigen gelten alle nachfolgenden 
Überlegungen streng genommen nur für ein- bis zweijährige belaubte Zweige, keines- 
wegs für.den ganzen Baum. Bei den CO,-Gasw Ib ngen im Laborato- 
rium werden Beleuchtung und Temperatur variiert, der Wasserzustand der Proben 
wird optimal gehalten. Man mißt also das Assimilationsvermögen, d.h. jene Assimi- 
lationsintensität, die eine gegebene Probe in ihrem momentanen Entwicklungs-, 
Aktivitäts- und Anp gszustand bei optimaler Wasserversorgung in den einzelnen 
Temperatur- und Lichtstufen einhält. Der Einfluß der Sommerdürre auf die Photo- 
synthese ist nach diesem Verfahren nicht erfaßbar. Zwar könnten Versuche mit 
langsam austrocknenden abgeschnittenen Zweigen einen gewissen Einblick in die 
spezifische Abhängigkeit des CO,-Gaswechsels vom Wassersättigungsdefizit ver- 
mitteln (Pısek und WINKLER 1956, LARCHER 1960), doch wären Rückschlüsse von 
den Ergebnissen solcher Versuche auf das Verhalten der Pflanzen in der natür- 
lichen Umwelt viel zu unsicher. Sehr wohl aber eignen sich Bestimmungen des 
Assimilations- und Respirationsvermögens, um den Einfluß des Licht- und Tempera- 
turklimas auf den Kohlenstofferwerb zu erfassen. 

Über die Ergebnisse dreijähriger Untersuchung des Assimilations- und Re- 
spirationsvermögens der mediterranen Immergrünen Olea europaea L. ssp. sativa 
Horr. et Link. und Quercus ilex L. und der submediterranen laubabwerfenden 
Quercus pubescens WILLD. von der Nordgrenze der Olbaumkultur habe ich in einer 
vorausgegangenen Arbeit (1961) ausfiihrlich berichtet. 

Im wesentlichen zeigte sich, daB der reife Neuzuwachs im Sommer und Herbst am 
meisten zu assimilieren vermag. Erste vereinzelte Nachtfréste, die an der Nord- 
grenze der Verbreitung der beiden mediterranen Arten ab Anfang Dezember zu 
erwarten sind, setzen das Netto-Assimilationsvermögen der Steineiche auf */,, das 
des Olbaums sogar auf 2/, des sommerlichen Wertes herab. Gleichzeitig steigt 
das Respirationsvermögen im geprüften Temperaturbereich auf das 1,3- bis 1,öfache 
der Sommeratmung. Der Januar bringt dem nördlichen Gardaseegebiet in der 
Regel eine ein- bis zweiwöchige Nachtfrostperiode, die das Assimilationsvermögen 
beider Arten, besonders aber das des Ölbaums, noch stärker beeinträchtigt. Die 
letzten vereinzelten Nachtfröste fallen in den Februar. Vom März bis zum Neu- 
austrieb im April vermögen die nun zu „vorjährigen‘“ gealterten Zweige wieder 
ergiebiger zu assimilieren als im Winter, jedoch nicht mehr so kräftig wie im 
Sommer und Herbst ihres ersten Lebensjahres. Jetzt atmen sie auch erheblich 
träger als vor ihrer Überwinterung. Das Assimilationsvermögen der voll ent- 
wickelten Flaumeichenzweige bleibt bis in den Herbst ziemlich konstant. Erst 
Ende Oktober beginnen die Blätter zu vergilben. 


Hier soll nun versucht werden, auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit aus- 
zusagen, 1. wie weit mediterrane Immergrüne den für sie eher rauhen Winter an der 
Nordgrenze ihres Vorkommens zur Stofferzeugung ausnützen können und 2. unter 
welchen klimatischen Voraussetzungen die beiden immergrünen Hartlaubhölzer im 
Gardaseegebiet der sommergrünen Flaumeiche hinsichtlich Produktionsmöglich- 
keit überlegen sein könnten. 














Berechnung 
Die Grundlage für die folgende Überschlagsrechnung bilden die in der voraus- 
gegangenen Arbeit veröffentlichten Werte des Assimilationsvermögens bei 10000 Lux. 
Planta, Bd. 56 40a 
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Bei 10000 Lux Beleuchtung assi- 
milieren alle 3 Arten ungefähr ?/, so- 
viel wie bei Lichtsättigung (um 
und knapp über 50000 Lux). Mehr 
als 10000—20000 Lux stehen den 
Pflanzen an trüben Tagen nicht zur 
Verfügung und selbst an sonnigen 
Tagen empfängt nur ein kleiner Teil 
der Krone 30000—50000 Lux oder 
mehr. Photosyntheseraten bei 30000 
bis 50000 Lux Beleuchtung sind 
daher als Grundlage für die Be- 
rechnung von Durchschnittswerten 
schlecht geeignet, weil sie zu hohe 
Ausbeuten ergeben würden. Die mög- 
lichen monatlichen Assimilations- 
leistungen, die auf Grund des Assi- 
milationsvermögens bei 10000 Lux 
berechnet wurden, stimmen größen- 
ordnungsmäßig recht gut mit Anga- 
ben über die ,,Produktionsleistung“ 
([Ecze 1960], synonym mit ‚Net 
Assimilation Rate“ [GREGORY 1917]) 
überein, die MoNSELISE (1951) durch 
Zuwachsmessungen an beregneten 
Citrus-Sämlingen in Palästina direkt 
bestimmt hat: Citrus limetta var. 
dulcis 1,3—1,7 g/g Trockengewicht x 
30 d im Mittel während der Sommer- 
monate. Vgl. dazu diese Arbeit, Ta- 
belle 2, Spalte 5: im Sommer bei Olea 
europaea etwa 1,9—2 g/g Trocken- 
gewicht x 30d, bei Quercus ilex etwa 
1,4—1,5 g/g Trockengewicht X 30 d 
kalkuliert. 

Als charakteristische durch- 
schnittliche Temperatur der hellen 
Tagesstunden eines Monats verwende 
ich wie Kusumoro (1957) das arith- 
metische Mittel aus dem mittleren 
Temperaturmaximum und derMittel- 
temperatur jedes einzelnen Monats, 
als durchschnittliche Nachttempe- 
ratur das Mittel aus dem mittleren 
Temperaturminimum und der Mo- 
natsmitteltemperatur. Ich glaube 
für meine grobe Orientierung die 
2 m-Hüttentemperaturen heranzie- 
hen zu dürfen, weil der am Nordufer 
des Gardasees fast ständig herr- 
schende Wind länger dauernde Über- 
hitzung der Blätter ausschließt. 
In den kurzen Pausen zwischen den 
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Windstößen habe ich an klaren Tagen mittags auf der Oberseite von senkrecht 
zum Strahleneinfall orientierten Blättern höchstens 4—-5° C Übertemperatur, an 
anders gestellten Blättern im allgemeinen 1—2° C Übertemperatur thermoelektrisch 
gemessen. Einige Minuten später glich der nächste Windstoß die Blattemperatur 
der Lufttemperatur an. 

Die Klimsdaten für Riva sind in der Tabelle 1 zusammengestellt 


Für jede ,,mittlere Temperatur der hellen Tagesstunden‘ kann nun aus Tempe- 
raturabhängigkeitskurven (Abb. 2a, b und 4a, b der oben genannten Arbeit) das 
entsprechende Netto-Assimilationsvermögen abgelesen werden, für jede ,,mittlere 
Nachttemperatur‘‘ das entsprechende Respirationsvermögen (1. c., Abb. 8). Von 
Juni bis einschließlich Februar wurde die Kurve für diesjährige Zweige, im folgenden 
Frühjahr bis einschließlich Mai! jene für vorjährige Zweige benützt. Die Dezember- 
und Februarwerte wurden von der normalen Winterkurve, die Januarwerte von der 
für die Nachtfrostperiode gültigen Kurve abgelesen. Die Ergebnisse sind in Ta- 
belle 2, Spalte 1 und 2 eingetragen. 

Um den möglichen monatlichen Kohlenstofferwerb der Zweige (bei optimaler 
Wasserversorgung) während der hellen Tagesstunden wenigstens beiläufig zu er- 
fahren, muß der Jahresgang der S d berücksichtigt werden. Dieser 
ist — abgesehen vom Witterungscharakter und von lokalen Gegebenheiten wie 
z. B. Horizontabschirmung — durch den astronomisch festgelegten Jahres- 
gang des Tag- und Nachtlängenverhältnisses begrenzt. Zur Berechnung des 
möglichen monatlichen Assimilationsertrages während der hellen Tagesstunden 
(s. Tabelle 2, Spalte 3) wurde der auf ökologisch sinnvolle Temperaturen bezogene 
Betrag des Netto-Assimilationsvermögens (in mg CO,/g Zweigtrockengewicht und 
Stunde) mit dem Monatsmittel der astronomisch möglichen täglichen Sonnenschein- 
dauer für 45° nördliche Breite und mit 30 (Zahl der Tage) multipliziert. Als Maßstab 
für die Tageslänge habe ich diese Größe benützt, weil sie von lokalen Einschrän- 
kungen unabhängig ist und weil sie außerdem auch jene Stunden erfaßt, an denen 
weniger als 10000 Lux Beleuchtung herrscht. Vom möglichen Assimilationsertrag 
während der hellen Tagesstunden des Monats wurde dann noch der Stoffverlust 
durch die Atmung während der Nacht? abgezogen. Die Differenz ist der monatliche 
Assimilationsreingewinn der Zweige, das ,,Monatsnetto der Assimilationskapazität‘ 
(s. Tabelle 2, Spalte 5). 








Ergebnisse 

Beachtet man zunächst ausschließlich den T’emperatureinfluß auf die 
Produktionsmöglichkeit in den verschiedenen Monaten, so stellt sich 
heraus, daß das Netto-Assimilationsvermögen (Tabelle 2, Spalte 1) der 
beiden Immergrünen im Juni und dann wieder im Herbst besonders 
hoch ist; im Frühjahr, von März bis Mai fehlt noch das leistungsfähige 
junge Laub, im Hochsommer wieder sind bei 10000 Lux Beleuchtung 
sogar die Monatsmitteltemperaturen schon supraoptimal. Wäre der Be- 
rechnung das Assimilationsvermögen bei 30000 Lux zugrunde gelegt, 
so würde die ‚‚Hochsommerdepression‘‘ verschwinden, die temperatur- 


1 Im Mai ist der Neutrieb zwar schon vorhanden, aber noch nicht ausgereift, so 
daß ein großer Teil der Tagesausbeute an Assimilat nachts durch die überaus rege 
Atmung der jungen Sprosse wieder verbraucht werden dürfte; vgl. Pısek und 
WINKLER (1958); über Atmung unreifer Sprosse s. LARCHER (1961), S. 591. 

2 Respirationsvermögen in mg/g X Std bei jeweils gültigem Monatsmittel der 
Nachttemperatur x Zahl der Nachtstunden x 30 Tage (Tabelle 2, Spalte 4). 

Planta, Bd. 56 40b 
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günstigste Zeit für die Assimilation würde dann von Mai bis Oktober 
reichen. Das Winterminimum des Assimilationsvermögens ist vor allem 
deshalb stark ausgeprägt, weil zur Herabsetzung der photosynthetischen 
Leistungsfähigkeit noch kommt, daß von Dezember bis Mitte Februar 
die Tagestemperaturen meist unter dem Optimum bleiben. 

Quercus pubescens bewahrt von Juli bis September ein nahezu kon- 
stantes Assimilationsvermögen. 
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Monate 
Abb. 1. Jahresverlauf des ,,Monatsnetto der Assimilationskapazität‘‘ des Neutriebes von 
Olea europaea, Quercus ilex und Quercus pubescens im Zuge der Reifung und Alterung, relativ 
in Prozenten der Jahressumme aller Monatswerte ausgedrückt. Der Berechnung liegen Mes- 
sungen des Assimilationsvermögens bei 10000 Lux Beleuchtung (Xenon-Hochdrucklampe) 
und einem CO,-Angebot von etwa 0,034 Vol.-% zugrunde. Die Abbildung soll nicht die 
Assimilationsleistung am Standort wiedergeben, sondern nur veranschaulichen, wieviel jede 
der Arten bestenfalls in jedem einzelnen Monat ihrer Vegetationszeit zur Stoffausbeute des 
gesamten Jahres beitrüge, wenn sie stets optimal mit Wasser versorgt wäre 


Die Atmung — als Negativposten in der Stoffbilanz von Bedeutung — 
ist in den Wintermonaten wegen der tiefen Temperaturen sehr viel niedri- 
ger als im Frühjahr, Sommer und Herbst, obwohl das Respirationsver- 
mögen an sich in der kalten Jahreszeit größer wäre. 

Mit dem Jahresgang der Temperatur interferiert jener der Sonnen- 
scheindauer. Den kombinierten Einfluß von Temperatur und Tages- 
länge auf die Möglichkeit des Stofferwerbs bei optimaler Wasserversor- 
gung soll die Abb. 1 andeuten. Der Reingewinn in jedem einzelnen 
Monat ist dort in Prozenten der maximal möglichen Jahressumme 
(s. Tabelle 3) ausgedrückt. Die so gewonnene Jahreskurve der relativen 
monatlichen Netto-Assimilationskapazität schwingt mit 20—30% weite- 
rem Ausschlag, als wenn der Einfluß der Temperatur allein berücksich- 
tigt worden wäre. Besonders im November — bei der lebhafter atmenden 
Quercus pubescens schon ab August — begrenzt die Kürze der hellen 
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Tageszeit den Stoffgewinn der um diese Zeit noch sommerlich aktiven 
Immergrünen mehr als die sinkende Temperatur. Im Winter gesellt 
sich zur verminderten photosynthetischen Aktivität der Blätter und den 
unteroptimalen Temperaturen noch der Lichtmangel (Kürze der Tage). 
Quercus ilex vermag die kalte Jahreszeit besser auszunützen als Olea. 
Der Ölbaum ist aber — stets reichliche Wasserzufuhr vorausgesetzt — 
dank seiner spezifischen Assimilationstüchtigkeit leicht imstande, im 
Laufe des warmen Halbjahres gegenüber Quercus ilex aufzuholen. 


Dauer der Vegetationszeit und mögliche Stoffausbeute 
Unter der Voraussetzung, daß die Wasserversorgung ständig optimal 
bliebe, erzielen die beiden Hartlaubgewächse in dem sonst im nördlichen 
Gardaseebecken herrschenden Klima im Laufe des ganzen Jahres ein- 
deutig geringeren Stoffgewinn als die Flaumeiche in den 6 Monaten ihrer 
Vegetationszeit. 

















Tabelle 3. Möglicher Assimilations-Reinertrag in 9 CO,/g Zweigtrock icht 
während des angegebenen Zeitraumes bzw. relativ in Prozent der Jahressumme 
Olea europaea Quercus ilex Quercus pubescens 
Zeitraum absolut | relativ | absolut | relativ | absolut | relativ 
gig % gig % sig % 
Warmes Halbjahr 
Mai bis Oktober. . . . | 11,49 64,3 8,65 61,1 22,85 100 
Kühles Halbjahr 
November bis April . . 6,40 85,7 5,46 38,9 0 0 
Ganzes Jahr . . . . . . 17,89 | 100 14,06 100 22,85 100 




















Derartiges hatte schon SCHIMPER (1898) vermutet. Diese Überlegen- 
heit der Flaumeiche bleibt auch noch bestehen, wenn angenommen wird, 
die Mitteltemperaturen des kältesten Monats würden (wie das im Medi- 
terrangebiet die Regel ist, DE PrıLıprıs 1937, LARCHER 1954), nicht unter 
+ 5° C absinken und die Sommertemperaturen nicht höher steigen als in 
Riva; dann ist für Olea als mögliche Jahresproduktion rund 19,2 gjg, 
für Quercus ilex rund 14,6 g/g einzusetzen. Weiter ergibt sich, daß auch 
die Immergrünen unter den vorausgesetzten Vegetationsbedingungen— 
ständig ausgeglichene Wasserbilanz — den größeren Teil ihrer Jahresaus- 
beute im Sommer erarbeiten. In der Zeit vom November bis April, 
während der die sommergrünen Bäume kahl stehen, kann Quercus ilex 
nur ?/,, Olea wenig mehr als 1/, des maximal möglichen Jahresertrages 
produzieren. Das bedeutet, daß nur dann die Hartlaubvegetation durch 
sommergrünen Laubwald nicht übervorteilt wird, wenn Trockenheit, 
unter der Quercus pubescens stärker leidet als die Immergrünen, die 
sommerliche Stoffproduktion stört. Wo Sommertrockenheit fehlt oder 
nur schwach ausgeprägt ist, verdrängen sommergrüne Wälder die Macchie 
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im freien Wettbewerb, wie WALTER (1956) am Beispiel Nordspaniens und 
Nordanatoliens demonstriert. Die Immergrünen ziehen sich dort auf 
Stellen zurück, auf denen lokalklimatisch, edaphisch oder unter dem Ein- 
fluß von Mensch und Vieh den laubabwerfenden Bäumen das Fortkom- 
men erschwert ist. 

Ich habe die Wettbewerbsfrage hier vom Gesichtspunkt der Assimi- 
lationsökologie allein zu beurteilen versucht. Die Stoffproduktion ist 
sicher von ganz wesentlicher Bedeutung für den Wettbewerb (BoysEn- 
JENSEN 1949b). Ebenso sicher ist aber, daß örtlich wechselnd auch 
andere Faktoren maßgeblich mitspielen können. 

Festzustellen wie verschieden die Stoffproduktion der Flaumeiche 
und der Hartlaubhölzer! unter der Sommerdürre leidet und wie lange 
und wie sehr die Assimilationstätigkeit der Flaumeiche behindert sein 
muß, damit ihre Jahresausbeute niedriger oder gleich der der Sklero- 
phyllen wird, bleibt Aufgabe freilandökologischer Arbeit. 


Zusammenfassung 

Aufbauend auf die in einer vorausgegangenen Arbeit (LARCHER 1961) 
veröffentlichten Ergebnisse einer eingehenden Untersuchung des Assimi- 
lations- und Respirationsvermögens von Olea europaea, Quercus ilex und 
Quercus pubescens aus dem nördlichen Gardaseegebiet (Mt. Brione bei 
Riva) wird versucht, auf dem Wege einer Überschlagungsrechnung zu er- 
fahren, wie weit mediterrane Hartlaubpflanzen an der Nordgrenze ihres 
Vorkommens den Winter für den Kohlenstofferwerb ausnützen können 
und unter welchen klimatischen Voraussetzungen dort immergrüne 
Bäume gegenüber sommergrünen im Vorteil sein mögen. 

Der Winter kann von den Immergrünen des Mittelmeergebiets sehr 
wohl in den durch Lichtangebot und jeweils herrschende Temperatur 
gesetzten Grenzen für die Stoffproduktion ausgenützt werden, wobei 
Quercus ilex während des ganzen Winters und besonders zur Zeit der 
größten Kälte im Januar dem Ölbaum deutlich überlegen ist (vgl. Ta- 
belle 2 und die Abbildung). 

Bleibt die Wasserversorgung stets optimal, dann vermögen Zweige 
von Quercus pubescens in den 6 Monaten ihrer Vegetationstätigkeit pro 
Trockengewichtseinheit mehr CO, zu binden als Zweige beider Hart- 
laubhölzer im Laufe des ganzen Jahres (vgl. Tabelle 3); auch diese würden 
— immer unter Voraussetzung unnatürlich regelmäßiger Wasserversor- 
gung — den größeren Teil (Olea etwa 64%, Quercus etwa 61%) ihrer 
Jahresausbeute im warmen Halbjahr Mai bis Oktober erarbeiten. Dar- 
aus ergibt sich, daß die immergrünen Bäume die laubabwerfenden im 
Jahresstoffertrag nur dort übertreffen, wo eine entsprechend lange und 
strenge sommerliche Dürrezeit die Assimilationstätigkeit der Bäume stört. 


1 Mit Ausnahme des Ölbaums, der als Kulturpflanze nicht in den natürlichen 
Wettbewerb tritt. 
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WACHSTUMSINDUKTION UND WUCHSSTOFFMETABOLISMUS 
IM WEIZENKOLEOPTILZYLINDER 
II. Mitteilung 
STOFFWECHSELPRODUKTE DER INDOL-3-ESSIGSÄURE 
UND DER BENZOESÄURE 
Von 
Hans-DIETER KLÄMBT 
Mit 9 Textabbildungen 
(Eingegangen am 24. Januar 1961) 


Um Einblick in das physiologische Geschehen bei der Auslösung der 
Zellstreckung durch Indol-3-essigsäure (IES) oder durch andere syn- 
thetische Streckungswuchsstoffe zu erhalten, muß zunächst untersucht 
werden, ob und welche Stoffwechselprodukte während der Wachstums- 
induktion auftreten. Seit den Arbeiten von ANDREAE und Goop (1955, 
1957) wissen wir, daß Indol-3-acetylasparaginsäure (IAAS) und unter 
bestimmten Bedingungen wohl auch Indol-3-acetamid (IAAM) als 
Reaktionsprodukte der IES in der Pflanze gebildet werden. Der Nach- 
weis der IAAS ist in der Folgezeit wiederholt erbracht worden (BENNET- 
CLARK und WHEELER 1959; Krimgr 1960a, b, 1961). Darüber hinaus 
sind auch für andere synthetische Streckungswuchsstoffe die ent- 
sprechenden Asparaginsäurederivate in der Pflanze nachgewiesen worden 
(ANDREAE und Goop 1957: 2,4-Dichlorphenoxyacetylasparaginsaure ; 
ZENK 1960: Naphthyl-l-acetylasparaginsäure). Schließlich besitzt das 
pflanzliche Gewebe die Fähigkeit, auch Benzoesäure mit Asparaginsäure 
zu konjugieren (ANDREAE und Goop 1957). 

Es kann heute als sehr wahrscheinlich angenommen werden, daß die 
Bildung dieser Asparaginsäurederivate eine Entgiftungsreaktion dar- 
stellt, die zur Wachstumsinduktion keine Beziehung hat. 

Wenn wir eine Ionenwirkung der Wuchsstoffe als Wachstums,,reiz‘‘ 
ablehnen, dann müssen spezifische Reaktionsprodukte der Streckungs- 
wuchsstoffe gebildet werden, die schließlich die gesuchte Beziehung zur 
Wachstumsinduktion besitzen. In der letzten Arbeit (KLAMBT 1961) 
konnte wahrscheinlich gemacht werden, daß in den Weizenkoleoptil- 
zylindern (WKZ) nach IES-Inkubationen zusätzlich estergebundene 
IES auftritt, die jedoch einer näheren Bestimmung wegen ihrer Un- 
löslichkeit in Äther mit den dort verwendeten Methoden nicht zugänglich 
war. Die vorliegende Arbeit bemüht sich um die Aufdeckung aller Stoff- 
wechselprodukte der IES und Benzoesäure (BS), die in den WKZ während 
der Inkubationen gebildet werden. 
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Material und Methoden 


Die vorliegenden Versuche wurden mit WKZ der Sorte „Carsten VI“, Hoch- 
zucht, durchgeführt. Die Anzucht erfolgte wie früher schon beschrieben (KLAMBT 
1961). Auf umfangreiches, statistisch auswertbares Material wurde verzichtet, da 
vorerst nur qualitative und nicht quantitative Untersuchungen erforderlich sind. 

Die Materialaufarbeitung wurde wesentlich abgeändert. Es mußte eine Me- 
thode gefunden werden, die eine Untersuchung der ganzen WKZ erlaubte. Die 
Schwierigkeit bestand darin, sowohl für den Nachweis ausreichendes Koleoptil- 
gewebe zu verwenden, als auch durch ein Minimum an Gewebe die papierchromato- 
graphische Trennung günstig zu gestalten. Nach eingehenden Untersuchungen ent- 
schied ich mich für die Verwendung von je 10 WKZ, die nach 4- bzw. 22stündiger 
Inkubation nacheinander — jeweils nach Trocknung im kalten Luftstrom — auf 
einen Startfleck aufgedrückt wurden. Die WKZ-Reste wurden anfänglich entfernt, 
später jedoch auf dem Startfleck belassen. Anschließend wurde 2-dimensional 
chromatographiert. In der 1. Dimension verwandte ich für die ersten Unter- 
suchungen Isopropanol: Eisessig: Wasser (80:5:15), später ausschließlich Butanol: 
Ameisensäure: Wasser (10:1:2). In der 2. Dimension trennte ich mit Isopropanol: 
NH, : Wasser (80:15:5). 

Die ersten Versuche führte ich mit der freien Indol-3-essigsäure — Merck- 
Präparat 353 — durch. Bei je 10 WKZ als Ausgangsmaterial war der Nachweis mit 
Enruicus Reagens — p-Dimethylaminobenzaldehyd — verständlicherweise nur 
sehr schwach. Um einen empfindlicheren Nachweis führen zu können, habe ich 


PS ——7—C°H, - COOH 
zusätzlich methyl-“C-markierte  Indol-3-essigsäure |_ | | 
NH 


(CFA 202, Radiochemical Centre, Amersham, England; spezifische Aktivität 
3, - mC/mM) verwendet. Außerdem wurde carboxyl-“C-markierte Benzoesäure 
& __S—C*00H (CFA 26, Radiochemical Centre, Amersham, England; spezifische 
Aktimität 2,62 mC/mM) in die Versuche einbezogen, um die Stoffwechselprodukte 
einer aromatischen Säure ohne Streckungswuchsstoff-Eigenschaften mit jenen der 
IES vergleichen zu können. 








Ergebnisse 

IES-Inkubationsversuehe. In der vorangegangenen Arbeit (KLAMBT 
1961) konnte ich die Existenz von einem oder mehrerer ätherunlöslicher 
IES-Ester wahrscheinlich machen. Die vorliegenden Untersuchungen 
galten der näheren Identifizierung dieser und eventuell anderer äther- 
unlöslicher IES-Reaktionsprodukte. Um das ganze Pflanzenmaterial in 
die Untersuchungen einzubeziehen, entschloß ich mich zu der oben aus- 
geführten einfachsten Methode. Die mögliche fermentative Umsetzung 
während der Auftragung und Trocknung im kalten Luftstrom ist an- 
gesichts der zu beschreibenden Ergebnisse sicher sehr gering. Die Zahl 
und Konzentration der auftretenden Reaktionsprodukte spricht gegen 
einen bedeutenden Einfluß einer Fermentwirkung, da aus energetischen 
Erwägungen heraus eher eine Spaltung als Synthesen auftreten dürften. 
Die 2-dimensionale Chromatographie, die ausschließlich angewendet 
wurde, gestattet eine optimale Trennung auf kleinem Raum (Abb. 1). 

Neben IES und IAAS ist deutlich ein dritter Ehrlich-positiver Fleck 
zu erkennen, der sowohl in Isopropanol: Eisessig: Wasser als auch in 
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7. Dimension =—— 
Abb. 1. 2-dimensionales Chromatogramm von 10 WKZ, die nach 22stündiger Inkubation 
in 3-10” m IES-Lösung am Startfleck aufgedrückt wurden. 1. Dimension: Isopropanol: 
Eisessig: Wasser, 2. Dimension: Isopropanol: NH,: Wasser. Farbentwicklung mit EHRLICHS 


Reagens. Flecken: 1 zunächst unbekanntes IES-Ester; 2 Indol-3-essigsäure ; 
3 Indol-3-acetylasparaginsäure; 4 unbekannte Ehrlich-blaugrüne Substanz 
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Abb. 2. Parallelchromatogrammstreifen der 1. Dimension des Chromatogramms der Abb. 1 
in der Héhe des zunächst unbekannten IES-Ester ausgeschnitten, mit und ohne NH,OH- 
Hydrolyse aufgenäht und in der 2. Dimension in Wasser chromatographiert. 
Farbflecke wie in Abb. 1, zusätzlich 5 Indol-3-acetamid 


Isopropanol: NH,: Wasser einen geringfügig niedrigeren R,-Wert als 
IAAM besitzt. Wurde das letzte Lösungsmittel sofort nach dem Ansatz 
in der 2. Dimension verwendet, so trat zusätzlich parallel über der eben 
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beschriebenen Substanz ein Ehrlich-positiver Fleck auf, der als [AAM 
identifiziert werden konnte (vgl. hierzu Abb. 3, 4 und 5). Es mußte sich 
folglich bei der unbekannten Substanz um ein Säureanhydrid oder wahr- 
scheinlicher um einen leicht spaltbaren Ester handeln. Die Esterspaltung 
ließ sich experimentell durch kurzes Einwirken von konzentriertem 
NH,OH (25%) bei Zimmertemperatur auf dem Chromatogramm aus- 
lösen. Anschließend konnte im Wasserchromatogramm — Abb.2 — 





Abb. 3. Autoradiogramm eines 2-dimensionalen Chromatogramms von 10 am Startfleck 
aufgedrückten WKZ, die 4 Stunden in "‘C-markierter IES (6 - 10°*m) inkubiert waren. 
1. Dimension (horizontal): Butanol : Ameisensäure : Wasser, 

2. Dimension: Isopropanol: NH,:Wasser. S Startfleck 


der Erfolg der Spaltung durch das Auftreten von IAAM kontrolliert 
werden. Die Zugehörigkeit der alkoholischen Komponente des un- 
bekannten Esters zu den Kohlenhydraten war nicht schwer zu entschei- 
den, da der Ester ätherunlöslich, aber in Äthylacetat löslich ist. Außerdem 
deutet der relativ niedrige R,-Wert dieses Esters in Isopropanol : NH;: 
Wasser auf eine sehr hydrophile Substanz, wie sie Kohlenhydratester 
darstellen. Entsprechende Chromatogrammstreifen der Abb. 2 wurden 
in wassergesättigtem Phenol chromatographiert und auf Zucker mit 
Anilin-Phthalsäure entwickelt. Hierbei ergab sich für den NH,-be- 
handelten Chromatogrammstreifen ein eindeutiger Nachweis fiir Glucose, 
der beim unbehandelten Chromatogrammstreifen fehlte. Es darf folglich 
als erwiesen gelten, daß WKZ bei Inkubation in IES-Lösungen einen 
IES-Glucose-Ester (IGl) bilden. Da ein weitgehend gereinigtes Präparat 
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Abb. 4. Autoradiogramm wie Abb. 3, aber nach 22stündiger Inkubation. Erläuterungen 
wie zu Abb. 3 





Abb.5. Autoradiogramm eines 2-dimensionalen Chromatogramms von 10 am Startfleck 
aufgedrückten WKZ, die 22 Std in "‘C-markierter IES (3 : 10 * m) inkubiert waren. 
Erläuterungen wie zu Abb. 3 


dieses Esters durch B-Glucosidase gespalten wird, kann angenommen 
werden, daß der Ester 1-Indol-3-acetyl-Bd-glucose darstellt. Die fermen- 
tative Spaltung erfolgte jedoch stets nur mit etwa ?/, des Substrates, so 
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daß eventuell ein anderer IES-Glucose-Ester in der Totalfraktion ent- 
halten ist, der noch nicht näher bestimmt werden konnte. Die Emp- 
findlichkeit der Farbentwicklung mit Enruicus Reagens gestattet den 
Nachweis von nur relativ großen Mengen (>10"®M). Um nun aber die 
Verhältnisse in den WKZ niedriger Inkubationskonzentrationen 
(6. 10% bis 6- 10m) untersuchen zu können, wurde !4C-markierte 
IES verwendet. Wie die Autoradiogramme — Abb. 3, 4 und 5 — zeigen, 
findet das Ergebnis der Farbentwicklung seine Bestätigung, und zu- 
sätzlich erscheinen noch eine Anzahl radioaktiv markierter Flecken, die 
sich in den R,-Werten deutlich von IES unterscheiden. Das Auftreten 
des IAAM geht auf die hydrolytische Wirkung des ammoniakalischen 
Lösungsmittels zurück, wie bereits oben ausgeführt wurde. Welche 
IES-Reaktionsprodukte für die einzelnen Flecken in Frage kommen, ist 
vorerst nicht zu entscheiden. Die Vielzahl der Reaktionsprodukte der 
IES ist erstaunlich, und um zunächst nur einen bescheidenen Einblick 
in die Bindungsnatur dieser Produkte zu erhalten, wurden die korre- 
spondierenden Flecken der Chromatogramme ausgeschnitten und eine 
Stunde in n NaOH bei 100°C hydrolysiert. Die Hydrolysate wurden 
nach Ansäuerung mit Äther ausgeschüttelt, dieser nach Einengung 
fleckförmig aufgetragen und in Isopropanol:NH,:Wasser chromato- 
graphiert. Von den Chromatogrammen wurden erneut Autoradio- 
gramme hergestellt und IES für die Flecken IX,, IX, und den Startfleck 
erhalten. Für die Flecken IX, und IX, war das Ergebnis nicht eindeutig. 
IX,, IX, und IX, wurden nicht hydrolysiert. Somit können wir mit 
großer Wahrscheinlichkeit annehmen, daß die Flecken IX,, IX, IES- 
Ester darstellen. Der Startfleck könnte neben IES-Ester auch noch 
amidgebundene IES enthalten, da im Startfleck eine Summe von alkohol- 
unlöslichen Substanzen vereinigt ist. 

Benzoesäure-Inkubationsversuche. Wenn wir von der Annahme aus- 
gehen, daß bei der Auslösung des Streckungswachstums durch Wuchs- 
stoffe ganz spezifische Wuchsstoffverbindungen auftreten, die die Aus- 
lösung bewirken oder das Wachstum fördern, dann müssen auch Nicht- 
Wuchsstoffe und ihre spezifischen Reaktionsprodukte interessieren. Auf- 
tretende Unterschiede qualitativer und eventuell auch schon quanti- 
tativer Art können gegebenenfalls klärend und richtungsweisend zur 
Lösung unserer Frage sein. 

Die Abb. 6 und 7 zeigen Autoradiogramme von je 10 WKZ, die 4 bzw. 
22 Std in 6-10-*m BS (Carboxyl-markiert) inkubiert waren. Diese 
Konzentration hemmt bereits das Wachstum. Hierbei treten jedoch die 
Reaktionsprodukte der BS besonders deutlich hervor, weshalb ich 
zunächst die Darstellung dieser Autoradiogramme wählte. 

Aus der Ähnlichkeit des Indol-3-acetyl- und des Benzoyl-Restes 
konnte von vornherein angenommen werden, daß die Reaktionsprodukte 
der BS ähnliche R,-Werte wie jene der IES aufwiesen. Die Autoradio- 

Planta. Bd. 56 41 
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Abb. 6. Autoradiogramm eines 2-dimensionalen Chromatogramms von 10 am Startfleck 
aufgedrückten WKZ, die 4 Std in "*C-markierter Benzoesäure (6 - 10 * m) inkubiert waren. 
Erläuterungen wie zu Abb. 3 





Abb. 7. Autoradiogramm wie Abb. 6 aver nach 22stündiger Inkubation. Erläuterungen 
wie zu Abb. 3 


gramme bestätigen die Aunahme. Der Benzolkern ist im Vergleich zum 
Indolkern wesentlich indifferenter, was sich durch bessere Fleckbildung 
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auf den Chromatogrammen ausdrückt. Der neben BS und Benzoyl- 
asparaginsäure (BAS) radioaktivste Fleck entspricht auch hier wieder 
dem Glucose-Derivat (BGl). Auch hier wurden Versuche unternommen, 
den Ester aufzuklären. d-Glucose-6-benzoat (Beilstein-Zitat H. 31, 123) 
wurde hergestellt und auch kristallin erhalten. Um zusätzlich noch 
d-Glucose-1-benzoat für den Vergleich heranziehen zu können, wurde eine 
einfache Präparation gewählt, die die Darstellung über Acetobrom- 
glucose (Beilstein H. 31, 148) mit nachfolgender, durchaus fraglicher, 
selektiver Hydrolyse der Acetylreste umgeht. (d-Glucose-1-Benzoat habe 
ich nicht beschrieben gefunden.) Da das Acetalhydroxyl des Kohlenstoff- 
atoms I der Glucose ganz besonders reaktionsfähig ist, mußte erwartet 
werden, daß äquimolare Mengen von Bd-Glucose und Benzoylchlorid in 
Pyridin den gesuchten 1-Benzoylglucose-Ester ergeben. Papierchromato- 
graphisch konnte ich neben einem Rest Glucose zwei Benzoylglucose- 
Ester (I, II) aus dem Reaktionsansatz trennen, die sich beide von 
Glucose-6-benzoat unterscheiden. Alle drei Glucose-Ester wurden mit 
der Benzoylglucose aus WKZ papierchromatographisch verglichen. Die 
Chromatogramme wurden mit dem Silbernitrat-Reagens besprüht. Die 
Reduktion des Silbernitrats erfolgte leicht im warmen Luftstrom. 





Tabelle 
R;-Werte von verschiedenen Benzoylglucose-Estern (absteigend chromatographiert) 
Iso- Butanol- 
propanol- | Ameisen- 
Präparat NH;- säure- Bemerkungen 
Wasser Wasser 


(80:15:5) | (10:1:2) 





Benzoylglucose aus 
WK 


Mental dä 0,75 0,74 — 
0,79 
d-Glucose-6-benzoat 0,76 0,79 —- 
Benzoylglucose I . . 0,75 0,74 wahrscheinlich d-Glucose-1-benzoat 
Benzoylglucose II. . 0,89 0,93 wahrscheinlich d-Glucose-1,6-diben- 


zoat 











An Hand der Tabelle können wir die R,-Werte vergleichen. Es ist 
kein absolutes Maß, die R,-Werte derart verwandter Substanzen in 
Beziehung zu ihren hydrophilen bzw. hydrophoben Eigenschaften zu 
setzen, dennoch werden die R,-Werte immer wieder zu derartigen Über- 
legungen herangezogen. Es darf als wahrscheinlich angenommen werden, 
daß der Glucose-1-Ester mit der freien Hydroxylgruppe am nicht ring- 
ständigen 6. C-Atom geringfügig hydrophiler ist als der entsprechende 
Glucose-6-Ester. Der 2. Glucose-Ester, der bei der Reaktion äquimolarer 
Mengen von Bd-Glucose mit Benzoylchlorid auftritt, dürfte nach der 
Reaktionsfähigkeit auch der Hydroxylgruppe des 6. C-Atoms der Glucose 
der Glucose-1,6-dibenzoylester sein. Nach den mitgeteilten R,-Werten 
der natürlichen Benzoylglucose — Tabelle — ist es wahrscheinlich, daß 


41* 
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sowohl der 1- als auch der 6-Benzoylglucose-Ester in der Pflanze ge- 
bildet wird. Da der Anteil des 1. Esters nach kurzen Inkubationszeiten 
gegenüber dem 2. größer erscheint, liegt es nahe anzunehmen, daß er 
primär gebildet wird und später eine Transacylierung erfährt. 

Alle übrigen Reaktionsprodukte der BS sind vorläufig unbekannt. 
Besonders bemerkenswert erscheint die zeitliche Folge des Auftretens 
verschiedener Reaktionsprodukte. Während nach 4stündiger Inkubation 





4 
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Abb. 8. Autoradiogramm eines 2-dimensionalen Chromatogramms von 10 am Startfleck 
aufgedrückten WKZ, die 4 Std in "‘C-markierter Benzoesäure (6 - 10 * m) inkubiert waren. 
Erläuterungen wie zu Abb. 3 


gut nachweisbare Mengen von BGI, BAS und BX, gefunden wurden, 
tritt BX, erst nach 22stündiger Inkubation, dann aber in großen Mengen 
auf. BX, nimmt in dieser Zeit nur wenig zu. Das gleiche gilt für die 
Flecken BX, und BX,, jedoch in einem geringeren Konzentrationsbereich. 
Daß diese Zunahme und die Vielzahl der Reaktionsprodukte zu der 
Hemmwirkung der BS in diesem Konzentrationsbereich keine Beziehung 
besitzen, zeigen die Abb. 8 und 9. Hier wurden die WKZ in 6 - 10°” m 
BS inkubiert, wodurch das Wachstum der WKZ nicht beeinflußt wurde. 
Die Autoradiogramme zeigen die entsprechenden Flecken der Abb. 6 
und 7, es ist lediglich der erwartungsgemäße quantitative Unterschied 
zu beobachten. 

Wenn wir die Autoradiogramme der WKZ nach IES-Inkubation mit 
jenen nach BS-Inkubation vergleichen, so stellen wir fest, daß jeweils 
9 bzw. 8 Reaktionsprodukte auftreten. Von diesen ist das Asparagin- 
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säure-Derivat bereits beschrieben. Zusätzlich konnten für beide aromati- 
schen Säuren 1—2 Glucose-Ester identifiziert werden. Die 6 restlichen 
papierchromatographisch getrennten und die im Startfleck vereinigten 
Reaktionsprodukte sind unbekannt. Während die Stoffwechselprodukte 
der IES IX,,IX,,IX, und IX, mit jenen der BS BX,, BX,, BX, 
und BX, in ihren R,-Werten gut übereinstimmen und folglich als 
entsprechende Produkte der Säuren mit gleichen Reaktionspartnern 


: 





a 


Abb. 9. Autoradiogramm wie Abb. 8, aber nach 22stündiger Inkubation. Erläuterungen 
wie zu Abb. 3 


angesehen werden können, differieren IX, und IX,, die nicht immer mit 
Sicherheit bestimmbar sind, erheblich von BX, und BX,. Ein Vergleich 
dieser Substanzen ist folglich zunächst nicht möglich. Daher kann auch 
der interessante Befund, daß BX, nach 4 Std auftritt, BX, aber erst 
nach 22 Std in sehr großen Mengen nachgewiesen werden kann, ohne 
daß BX, in dieser Zeit bedeutend vermehrt wurde, für die Reaktions- 
produkte der IES nicht geprüft werden. Die Substanzen BX, und BX, 
lassen einen ähnlichen Wechsel erkennen, der für die entsprechenden 
IES-Derivate — IX, und IX, — bestätigt werden konnte. IX, und IX, 
treten besonders deutlich hervor, während die vergleichbaren BS- 
Derivate nur schwach nachweisbar sind. Dieses unterschiedliche Auf- 
treten braucht keine Beziehung zum Wachstum zu besitzen, und bevor 
nicht die chemische Natur dieser Reaktionsprodukte bekannt ist, kann 
darüber nichts ausgesagt werden. 
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Diskussion 
Nachdem mit großer Wahrscheinlichkeitnachgewiesen werden konnte, 
daß WKZ nach Inkubation in TES-Lösungen nicht nur [AAS enthalten, 
sondern auch ätherunlösliche IES-Ester (KLAMBT 1961), bringt die vor- 
liegende Arbeit den eindeutigen Beweis dafür. WKZ bilden schon nach 
4stündiger Inkubation erhebliche Mengen eines Indol-3-acetyl-glucose- 
Esters, der ätherunlöslich ist. Da etwa ®/, eines Rohpräparates sich 
durch Emulsion in Glucose und IES spalten läßt, wird angenommen, daß 

es sich um 1-Indol-3-acetyl-fd-glucose 
0 H 


CH,0H AN 
| 7 


| Fees | ( | 
(om > ad 
oH u . 

H OH 


o—C—c— — 


handelt. (Der Rest kann eventuell 6-Indol-3-acetyl-d-glucose darstellen.) 
Außerdem konnten papierchromatographisch mit Sicherheit sechs ver- 
schiedene noch unbekannte radioaktive Flecken nachgewiesen werden, 
die als Reaktionsprodukte der IES aufzufassen sind. Das gleiche gilt 
wahrscheinlich für eine Reihe von Substanzen, die auf dem Startfleck 
wegen ihrer Unlöslichkeit in Alkoholen liegen bleiben und folglich nicht 
getrennt werden. Für die Substanzen IX, und IX, und für mindestens 
eine Komponente des Startfleckes konnte die Esternatur durch n NaOH- 
Hydrolyse, die in jedem Fall IES ergab, nachgewiesen werden. 

TABONE u. Mitarb. (1953) beschrieben die biosynthetische Ester- 
bildung von ßd-Glucose und Indol-3-propionsäure durch Bacillus mega- 
therium. Sie fütterten den Mikroorganismus mit beiden Substanzen und 
erhielten drei verschiedene Ester dieser beiden Reaktionspartner. Ein 
Ester konnte als 1-Indol-3-propionyl-ßd-glucose identifiziert werden. 

Um Indol-3-acetyl-arabinose handelt es sich offenbar (PoLLARD 
1960, briefliche Mitteilung) bei der glykosidisch gebundenen IES, die 
im Milchsaft von unreifen Maiskaryopsen gefunden wurde (SHANTz und 
STEWARD 1957). 

Ein weiterer IES-Kohlenhydrat-Ester ist Indol-3-acetyl-glucuron- 
säure (JEPSON 1958). Diese Substanz wurde im Urin gefunden und muß 
als Entgiftungsprodukt angesehen werden. Auch dieser Ester wird durch 
Emulsin gespalten, so daß IES wahrscheinlich am 1.C-Atom der 
Glucuronsäure in B-Stellung verestert ist. Im tierischen Organismus 
ist Glucuronsäure neben Glycin bekannter Reaktionspartner bei Ent- 
giftungsreaktionen (Bray, THORPE und WHrTe 1951). Einer derartigen 
Reaktion entspricht auch die Veresterung der Indol-3-propionsäure mit 
Glucose durch Bacillus megatherium. Für den Arabinose-Ester der 
IES in Maismilch kann dies nicht ohne weiteres angenommen werden. 





u mit A ee a O0 CU. Auen: Ku un 2 
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In unserem Fall der IGl-Bildung müssen wir zunächst eine Entgiftungs- 
reaktion sehen. Ob sie jedoch als einzige Erklärung ausreicht, oder ob 
der Ester eventuell in das Wachstum eingreift, kann heute noch nicht 
entschieden werden. Wenn wir für das Streckungswachstum den Einbau 
neuer Cellulosemoleküle in das vorhandene Wandgerüst fordern, dann 
ist es gut vorstellbar, daß Wuchsstoff-Glucose-Ester irgendeine Funktion 
dabei erfüllen könnten. Es ist zu früh, verschiedene Vorstellungen aus- 
zuführen. Auf die Träger-Theorie der Stoffaufnahme, wie sie ROSEN- 
BERG u. Mitarb. (1956) in Modellversuchen an Erythrocyten erläutert 
haben, möchte ich jedoch hinweisen, ohne meine Ergebnisse zur Stützung 
dieser Hypothese heranziehen zu wollen. In den Versuchen geht es um 
die Glucose-Penetration in Erythrocyten, für die sie eine stark lipophile 
Trägersubstanz postulieren. Als Modellsubstanz benutzten sie BS bzw. 
die Benzoyl-6-glucose. Diese Hypothese schließt die Wirkung von 
2 Enzymen bzw. eines Enzympaares ein, das die Bindung und Spaltung 
des Komplexes jeweils vor und hinter der Penetrationsbarriere kataly- 
sieren muß. Auch die Plasmamembranen stellen nach gewissen Vor- 
stellungen Lipoidfilme dar, die für maximal hydrophile Substanzen nur 
bedingt permeabel sind (HörLer 1959 verlegt diese Eigenschaften der 
Plasmamembranen in das gesamte Plasma). Aus diesem Grund können 
wir auch mit Glucose plasmolysieren. Geringe Mengen dringen natürlich 
ein, was die Grenzplasmolysen bei wiederholter Plasmolyse beweisen, 
die immer höhere Konzentrationen erfordern. Diskutabel bleibt also die 
Glucoseveresterung, die ein leichteres und schnelleres Hindurchtreten 
des Wandbausteins durch das Plasma bewirken müßte. Diese Reaktion 
(Wuchsstoff-Kohlenhydrat-Veresterung) und die diskutierte mögliche 
Funktion der Reaktionsprodukte können aber nicht allein wachstums- 
fördernd sein, da für BS die gleiche Reaktion nachgewiesen wurde und 
eine gleiche Permeationsfunktion angenommen werden muß. 

Die Versuche mit radioaktiv markierter BS ergaben ganz entspre- 
chende Ergebnisse. Die Hauptaktivität konnte neben der BS und Ben- 
zoylasparaginsäure im Benzoylglucose-Fleck gemessen werden, so daß 
auch die BS zu einem großen Teil mit Glucose verestert wird. Darin 
müssen wir sicher, wie bei jener der IES, eine Entgiftungsreaktion sehen. 
Beim papierchromatographischen Vergleich konnte wahrscheinlich ge- 
macht werden, daß der natürliche Ester sowohl ßd-Glucose-1-benzoat 
als auch ßd-Glucose-6-benzoat enthält, wovon der erste wohl primär 
gebildet wird. 

GRIEBEL (1910) beschrieb einen Benzoylglucose-Ester (Vacciniin), 
der zu etwa 0,1% im Saft der Preißelbeere — Vaccinium Vitis Idaea L. — 
enthalten ist. OHLE (1922) identifizierte Vacciniin mit Glucose-6- 
benzoat. Möglicherweise stellt Glucose-6-benzoat als der energieärmere 
Glucose-Ester die Akkumulationsform dieses Entgiftungsproduktes dar. 
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Auffallend ist die große Deutlichkeit der radioaktiven Flecken 
Welche Substanzen in den Flecken BX, bis BX, und im Startfleck vor- 
liegen, ist auch hier unbekannt. 


Für die Aufklärung des physiologischen Ablaufs des durch Wuchs- 
stoff angeregten Streckungswachstums ist die weitere Identifizierung 
der auftretenden Reaktionsprodukte der Wuchsstoffsäuren jedoch eine 
Voraussetzung, ohne die eine Diskussion schlechterdings nicht möglich 
ist. 

Zusammenfassung 


Stoffwechselprodukte der Indol-3-essigsäure und der Benzoesäure, 
die nach entsprechender Inkubation in Weizenkoleoptilzylindern auf- 
treten, wurden papierchromatographisch untersucht. 


1. Jede Extraktion — die immer nur einen Teil der organischen Sub- 
stanzen erfaßt — wurde umgangen und jeweils 10 Weizenkoleoptil- 
zylinder fleckförmig auf Chromatographierpapier aufgedrückt und an- 
schließend 2-dimensional getrennt. 


2. Neben Indol-3-essigsäure, worin Koleoptilzylinder 22 Std inku- 
biert wurden, konnten Indol-3-acetylasparaginsäure und bis zu 8 weitere 
Reaktionsprodukte der IES getrennt und nachgewiesen werden. Außer- 
dem zeigt der Startfleck bei markierten Inkubationssubstanzen Radio- 
aktivität. 

3. Ein in größeren Mengen auftretendes Reaktionsprodukt konnte 
als Indol-3-acetylglucose identifiziert werden. Die fermentative Spaltung 
durch Emulsin läßt für */, des Rohpräparates auf den 1-Indol-3-acetyl- 
Bd-glucose-Ester schließen. 

4. Für 3 Reaktionsprodukte — IX,, IX, und Startfleck — ließ sich 
die Esternatur eindeutig nachweisen. 

5. Benzoesäure wird von den Koleoptilzylindern bei entsprechender 
Inkubation zur Bildung entsprechender Stoffwechselprodukte ver- 
wendet. 

6. Es tritt neben Benzoylasparaginsäure Benzoylglucose auf, die 
durch R,-Wert-Vergleich mit synthetischen Substanzen wahrscheinlich 
Bd-Glucose-1-benzoat und d-Glucose-6-benzoat darstellt. 


7. Alle übrigen Reaktionsprodukte der Benzoesäure sind bisher in 
ihrer chemischen Natur unbekannt. 


8. Die Bildung der Glucose-Ester der Indol-3-essigsäure und der 
Benzoesäure läßt zunächst auf eine Entgiftungsreaktion schließen. Es 
wird eine Art Schlüsselstellung der Wuchsstoff-Glucose-Ester diskutiert, 
da eine Beziehung dieser Substanzen zur Cellulosesynthese möglich ist. 
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9. Die Glucose-Permeation durch Plasmagrenzschichten wird sicher 
durch derartige Glucose-Ester verbessert, ob sie im Sinne der Träger- 
hypothese (RosENBERG u. Mitarb. 1956) zu deuten sind, kann vorerst 
nicht entschieden werden. 


Fräulein INGRID BLECHSCHMIDT danke ich für ihre zuverlässige Arbeit; der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft für die Gewährung der Sachbeihilfe. 
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DER EINFLUSS DES LICHTES AUF DIE BEWEGUNG 
' DER CYANOPHYCEEN 
I. Mitteilung 
PHOTOTOPOTAXIS VON PHORMIDIUM AUTUMNALE 


Von 
WILHELM NULTSCH 


Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 26. Januar 1961) 


Die phototaktischen Reaktionen der Cyanophyceen sind schon mehr- 
fach Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen gewesen. Hin- 
sichtlich der älteren Literatur sei auf die ausführlichen Zusammen- 
fassungen von Haupt (1959) und BENDIx (1960a, b) verwiesen. Aus 
neuester Zeit liegen eingehende Untersuchungen von Drews (1957, 
1959) vor. 

Soweit sich übersehen läßt, sind alle bisher daraufhin untersuchten 
Arten zu topischen Reaktionen befähigt, d.h. sie sammeln sich bei ein- 
seitiger Beleuchtung an der dem Licht zugekehrten oder, bei negativer 
Reaktion, an der lichtabgewandten Seite des Versuchsgefäßes an. Dar- 
über hinaus sind viele, nach den Feststellungen von Drews jedoch 
keineswegs alle Arten auch zu phobischen Reaktionen befähigt, d.h. sie 
reagieren auf eine Erniedrigung der Intensität mit einer Bewegungs- 
umkehr und sammeln sich infolgedessen in einer Lichtfalle an. Bei 
negativer Phobotaxis zeigen sie das umgekehrte Verhalten. Während 
wir über den Verlauf sowohl der topischen als auch der phobischen 
Reaktionen heute schon recht gut informiert sind, wissen wir doch über 
eventuelle Beziehungen zwischen Topotaxis und Phobotaxis so gut wie 
nichts. 

Auch über die phototaktische Wirksamkeit einzelner Spektral- 
bereiche liegen nur wenige, sich teilweise widersprechende Angaben vor. 
Soweit es sich dabei um ältere Untersuchungen handelt, bei denen mit 
farbigen Lösungen oder einfachen Farbgläsern gearbeitet wurde, kommt 
ihnen ohnehin nur ein geringer Wert zu. Die Frage wird noch dadurch 
kompliziert, daß sich einerseits die einzelnen Arten in ihrem Reaktions- 
verhalten unterscheiden, andererseits aber auch Phobotaxis und Topo- 
taxis offensichtlich ein verschiedenes Aktionsspektrum besitzen. DREWS 
konnte mit Hilfe von Interferenzfiltern bereits wirksame und weniger 
wirksame, zum Teil auch völlig unwirksame Spektralbereiche ermitteln. 
Da er jedoch nicht mit energiegleichem Licht arbeitete und außerdem 
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die Versuche nicht quantitativ auswertete, war er zur Aufnahme eines 
Aktionsspektrums nicht in der Lage. Der von ihm vermutete Zusammen- 
hang der spektralen phototaktischen Empfindlichkeit der Cyanophyceen 
mit ihrem Pigmentgehalt hat daher zunächst nur den Wert einer 
Arbeitshypothese. 

Schließlich wissen wir auch über den Einfluß von Außenfaktoren, 
insbesondere des Lichtes, auf die Bewegungsgeschwindigkeit nicht viel 
mehr als eben die Tatsache, daß solche Einflüsse existieren. So kennen 
wir bei der Photokinesis, die uns hier im besonderen interessiert, weder 
das Aktionsspektrum, noch wissen wir, ob und in welcher Weise sie mit 
den beiden Erscheinungsformen der Phototaxis in Zusammenhang steht. 


Es wurde deshalb mit einer Reihe von Untersuchungen begonnen, 
die das Ziel haben, einige der vorstehend aufgeworfenen Fragen zu 
klären. In der vorliegenden ersten Arbeit, die das photofopotaktische 
Verhalten von Phormidium autumnale behandelt, wird über eine Me- 
thode zur quantitativen Ermittlung des topotaktischen Reaktions- 
erfolges sowie über die ersten mit dieser Methode erzielten Ergebnisse 
bei Versuchen mit weißem und monochromatischem Licht berichtet. 


Material und Kulturmethodik 


Phormidium autumnale (Ag.) Gom. wurde von der Erde eines im Gewächshaus 
stehenden Blumentopfes, der mit Moos bewachsen war, isoliert. Infolge ihrer guten 
Beweglichkeit entfernten sich die Trichome in den Rohkulturen rasch vom Impf- 
fleck. Einzeln liegende Fäden wurden ausgestochen und auf eine neue Platte 
übertragen. Die auf diese Weise erhaltenen speciesreinen Kulturen waren natür- 
lich nicht bakterienfrei, doch störten die Bakterien bei den von uns verfolgten 
Zwecken nicht. 


Die Bestimmung erfolgte nach dem Geitlerschen Schlüssel (1932). Da unsere 
Form jedoch in einigen Punkten von GEITLERs Diagnose abweicht, wie sich ja die 
kultivierten und die natürlich vorkommenden Formen ein und derselben Art häufig 
in einigen Merkmalen unterscheiden (DEMETER 1956), sei nachstehend eine kurze 
Charakteristik der untersuchten Form gegeben, die aber nur für das unter den unten 
angegebenen Bedingungen kultivierte Material Gültigkeit hat. 


Trichome gerade, an den Querwänden nicht eingeschnürt, 5—6 u breit. Länge 
der Zellen etwa 2—4,5 u, also kürzer als breit. Quadratische Zellen wurden nie 
beobachtet. Die Enden der Trichome sind schwach gebogen und allmählich ver- 
jüngt. Kopfig ausgestaltete Endzellen finden sich in der Kultur nur verhältnis- 
mäßig selten, da man meist auf frische Bruchstellen trifft. Kopfige Endzellen mit 
abgerundeter Calyptra. Die Scheiden sind, auch nach Einbringen in Burritusche, 
kaum zu erkennen. Lediglich an den Bruchstellen, an denen sie meist über das 
Trichomende hinausragen, lassen sie sich mit Sicherheit ausmachen. Mit Chlorzink- 
jod geben sie keine violette Färbung. 

Die Färbung der Kulturen ist, wenn die Bedingungen nicht streng konstant 
gehalten werden, außerordentlich variabel, ändert sich aber auch dann noch mit 
zunehmendem Alter. Durchweg erscheinen sie sehr dunkel, meist braungrün, manch- 
mal fast schwarz. Auf Filterplatten wachsen sie ausgesprochen violett. Ältere Kul- 
turen verfärben sich rotbraun bis violett. Es ist also fast unmöglich, mit einem 
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Material von stets gleichbleibendem Pigmentgehalt zu arbeiten, was die Versuchs- 
ergebnisse natürlich beeinflußt, wie unten noch auszuführen sein wird. 

Als Kulturmedium diente die Nährlösung nach Starr (1960) folgender Zu- 
sammensetzung: 5g KNO,, 0,1g K,HPO,, 0,05g MgSO,-7 H,0, Spur Eisen- 
ammoniumeitrat, mit Aqua dest. auf 1000 ml. Obwohl Ph. autumnale auch in 
Flüssigkeitskulturen gedeiht, sind für phototaktische Versuche Oberflächenkulturen 
vorteilhafter. Allerdings dringen die Trichome bei niedrigen Agarkonzentrationen 
(1,5% und darunter) in den Nährboden ein und durchwachsen die ganze Platte, so 
daß sie sich nicht mehr von der Kulturplatte abheben lassen. Andererseits breiten 
sie sich auf Platten mit höherer Agarkonzentration nur langsam aus, und man er- 
hält auf diese Weise selten gut bewegliches und für Versuche geeignetes Material. 
Nach mehrfacher Modifikation der Kulturbedingungen erhielten wir die besten 
Ergebnisse mit 2%igen Agarplatten, deren Oberfläche durch Überschwemmen mit 
destilliertem Wasser ständig feucht gehalten wurde. Die Steifheit des Mediums 
verhindert das Eindringen der Trichome völlig, und der Flüssigkeitsfilm auf der 
Agaroberfläche ermöglicht eine ungehinderte Ausbreitung. Sehr günstige Resul- 
tate ergab auch die Kultur auf den von Drews (1955) empfohlenen Glasfilterplatten. 
Allerdings sind die Schwankungen im Pigmentgehalt bei Anwendung dieser Me- 
thode noch stärker, weshalb den Agarplatten der Vorzug gegeben wurde. 

Die Kultur erfolgte bei Dauerlicht (2000 Lux) und Zimmertemperatur. Jeden 
Tag wurden 2—3 Platten mit gut beweglichem Material im Zentrum beimpft. 
Nach etwa 5—7 Tagen war dann die gesamte Oberfläche der Platte gleichmäßig 
bewachsen. Wie die Erfahrung lehrte, waren die Trichome zu diesem Zeitpunkt 
gut beweglich, weshalb nur solche Kulturen für die phototaktischen Versuche be- 
nutzt wurden. Dennoch war die Beweglichkeit des Materials von verschiedenen 
Platten ein und derselben Serie nicht immer gleichmäßig gut, ohne daß hierfür ein 
Grund angegeben werden könnte. Es wurde deshalb vor Beginn eines jeden Ver- 
suches eine Testplatte angesetzt, auf die kleine Mengen der in Frage kommenden 
Kulturen übertragen wurden. Für die phototaktischen Versuche wurde dann nur 
solches Material benutzt, das auf den Testplatten nach 2—3 Std einen Ausbreitungs- 
hof von 1,5—2 cm Durchmesser zeigte. 


Die Versuchsanordnung 


Auf Grund der Erfahrungen von Drews und einigen älteren Autoren, wonach 
die Cyanophyceen auf einem salzfreien und relativ schwachprozentigen Agar die 
größte Kriechgeschwindigkeit entwickeln, wurde als Substrat für die phototakti- 
schen Versuche ein 0,5% iger Wasseragar benutzt, auf dem Ph. autumnale eine Durch- 
schnittsgeschwindigkeit von 130 w/min entwickelt. Als Maximalgeschwindigkeit 
wurden 168 v/min gemessen. Die Neigung zur Bildung strangförmiger Kriechverbände 
ist auf diesem Substrat gering. Die Trichome kriechen überwiegend einzeln oder in 
dünnen Strängen von 3—5 Fäden. 

Im Prinzip entsprach die Versuchsanordnung der von DREWS gewählten. Die 
mit einer dünnen Schicht Wasseragar bedeckten Versuchsschalen (Petrischalen von 
100 mm Durchmesser) wurden mit Glasplatten abgedeckt und so aufgestellt, daß 
das Licht einseitig in einem Winkel von etwa 10° einfiel. Die Versuchsdauer betrug 
bei den Weißlichtversuchen in der Regel 24, bei den Versuchen mit monochromati- 
scher Strahlung 16 Std. Um von vornherein eine Störung der Versuche durch 
eventuelle, im vorliegenden Falle allerdings nicht beobachtete tagesperiodische 
Schwankungen der phototaktischen Sensibilität (vgl. Pont 1948) auszuschließen, 
wurden alle Versuche einheitlich nachmittags in der Zeit von 16—17 Uhr angesetzt 
und am nächsten Tage, der Versuchsdauer entsprechend, ausgewertet. Auch jahres- 
zeitliche Schwankungen der phototaktischen Empfindlichkeit, wie sie GÖSSEL 
(1957) bei Euglenen vermutete, wurden bei Ph. autumnale nicht festgestellt. 
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Die Weißlichtversuche wurden in einer Dunkelkammer auf einer etwa 2m 
langen optischen Bank durchgeführt. Als Lichtquellen dienten Glühlampen von 
15, 40, und 100 W der Normalausführung. Für Versuche mit höheren Intensitäten 
wurde eine Nitraphotlampe von 500 W benutzt. Mehrere Schalen wurden in ver- 
schiedenen Abständen von der Lichtquelle aufgestellt und die jeweils herrschende 
Beleuchtungsstärke mit einem Luxmeter gemessen, ohne Berücksichtigung der 
Absorptions- und Reflexionsverluste. Auf diese Weise konnte die Beleuchtungs- 
stärke in einem Bereich von 1—10000 Lux variiert werden. Die Temperatur der 
Kammer lag zwischen 20 und 25°. 

Die Versuche mit monochromatischer Strahlung wurden in klimatisierten Inter- 
ferenzfilter-Monochromatoranlagen durchgeführt, die für Arbeiten mit länger- 
welliger sichtbarer sowie infraroter Strahlung mit 500 bzw. 750 W-Projektoren, 
für Arbeiten im kurzwelligen sichtbaren und langwelligen UV-Bereich mit Xenon- 
bögen ausgerüstet waren. Genaue Beschreibungen der beiden Typen finden sich 
bei MoHR u. SCHOSER (1959 u. 1960). Die Temperatur der Versuchsräume betrug 
konstant 20°. Insgesamt standen über 40 Interferenz-Linienfilter der Fa. Schott & 
Gen., Mainz, zur Verfügung, mit deren Hilfe der gesamte Wellenbereich von 317 bis 
800 mu untersucht werden konnte. Die Wellenlängen der maximalen Durchlässig- 
keit lagen durchschnittlich 10, im Höchstfalle 20 my auseinander. Grundsätzlich 
wurde mit energiegleicher Strahlung gearbeitet, die durch Einschalten entsprechen- 
der Neutralglasfilter bzw. im Falle der Projektoren auch durch Veränderung der 
Betriebsspannung erhalten wurde. Für die Energieme gen benutzten wir eine 
Thermosäule E1 der Fa. Kipp, die mit einem Micrograph BD2 der gleichen Firma 
bzw. einem Multiflex-Galvanometer der Fa. B. Lange verbunden war. 


Für eine quantitative Auswertung der Versuche, die eine unerläßliche 
Voraussetzung der Aufnahme exakter Wirkungskurven ist, stehen grund- 
sätzlich 3 Wege offen: 

1. Messung der Ansammlungsstärke, die an einer bestimmten Stelle, 
etwa dem Schalenrand, in einem bestimmten Zeitraum erreicht wird; 

2. Messung der Zeit, die zum Zurücklegen einer bestimmten Weg- 
strecke benötigt wird, und 

3. Messung des Weges, der in einer bestimmten Zeit zurückgelegt wird. 





Da eine exakte Bestimmung der Ansammlungsstärke bei der ge- 
wählten Versuchsanordnung kaum möglich und eine Zeitmessung viel 
zu umständlich ist, wurde der letzte Weg gewählt. 


Wie schon Drews ausführlich beschrieben hat, breiten sich die 
Cyanophyceen des Oscillatoria- Phormidium-Typus auf einer Agarplatte 
nach allen Seiten gleichmäßig aus, sofern sie senkrecht zu ihrer Bewe- 
gungsrichtung belichtet werden. Aus einem punktförmigen Impffleck 
entsteht hierbei nach einigen Stunden ein kreisförmiger Ausbreitungshof, 
bei strichförmiger Impfung (Länge des Impfstriches etwa 3 cm) eine 
Ellipse. Der Durchmesser dieses Hofes läßt sich bei geeigneter Be- 
leuchtung makroskopisch leicht messen. Wird nun die Versuchsschale 
einseitig beleuchtet, und zwar so, daß der Impfstrich senkrecht zur 
Lichtrichtung steht, dann verschiebt sich diese Ellipse bei positiv topo- 
taktischer Reaktion zur Lichtquelle hin, bei negativer in entgegen- 
gesetzter Richtung (vgl. Abb. 7—9 bei Drews 1959). Dabei ist, wie die 
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Vorversuche mit Ph.autumnale zeigten, diese Verschiebung um so 
stärker, je größer die topotaktische Wirksamkeit der gewählten Be- 
leuchtungsverhältnisse ist. 

Bezeichnet man den der Lichtquelle zugekehrten Halbmesser der 
idealisierten Ellipse mit s,, den gegenüberliegenden mit s,, so ist bei 
topotaktisch indifferentem Verhalten bzw. bei senkrecht von oben ein- 
fallender Beleuchtung innerhalb einer gewissen Grenze s, = s, (Abb. 1a). 
Bei positiver Reaktion wird s, >s, (Abb. 1b, c), bei negativer Reaktion 
entsprechend s,< s,. Bildet man nun die Differenz dieser beiden in 
Millimeter gemessenen Strecken, so erhält man einen Wert, der die 
Stärke der topotaktischen Reaktion zahlenmäßig zum Ausdruck bringt. 
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Abb. la—c. Schematische Darstellung der Ausbreitung von Ph. autumnale auf einer 
Agarplatte im phototopotaktischen Versuch. a Bei indifferentem Verhalten; b bei positiver 
Reaktion (Lichteinfall von links). Das Verhältnis s,:s, beträgt hier 2:1, entsprechend einem 
Reaktionswert R, = 33,3. c Bei stark positiver Reaktion, 
entsprechend einem Reaktionswert von 100 % 


Wesentlich genauer wäre es natürlich, jeweils über den lichtzugekehrten und 
den lichtabgewandten Flächenabschnitt der Ellipse zu integrieren und diese beiden 
Werte zueinander in Beziehung zu setzen. Da außerdem die Trichome nicht in 
allen Abschnitten des Ausbreitungshofes gleichmäßig dicht liegen, könnte man 
sogar daran denken, auf photometrischem Wege auch diese Dichteunterschiede, 
und zwar ebenfalls über die beiden entsprechenden Flächenabschnitte der Ellipse 
integrierend, zu bestimmen, um ganz exakte Verteilungswerte zu erhalten. Aller- 
dings würde ein solches Verfahren verhältnismäßig komplizierte Apparaturen und 
einen erheblichen Zeitaufwand erfordern, und da ja auch die einfache Strecken- 
messung befriedigende Resulate ergab, wurde ihr der Vorzug gegeben. 

Wie sich allerdings sehr bald herausstellte, sind die auf diese Weise 
erhaltenen Absolutwerte aus verschiedenen Versuchen, trotz gleich- 
bleibender Versuchsbedingungen, nicht ohne weiteres miteinander ver- 
gleichbar, da einerseits die Beweglichkeit des Materials aus verschiedenen 
Kulturen nicht immer ganz gleich ist, andererseits aber auch die ein- 
zelnen Bestrahlungsprogramme einen unterschiedlichen photokinetischen 
Effekt zeigen. Die in der Zeiteinheit zurückgelegten Gesamtwege 
8, +8, die den Ellipsendurchmessern entsprechen, weichen also in den 
einzelnen Versuchen stark voneinander ab (vgl. Tabelle). Infolgedessen 
nehmen natürlich auch die Differenzbeträge s, —s, recht verschiedene 
Werte an. Will man die jeweils ermittelten Einzelwerte also unter- 
einander vergleichbar machen, muß man sie gewissermaßen mit einer 
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photokinetischen Korrektur versehen. Dies erreicht man, wenn man als 


topotaktischen Reaktionswert R, die Beziehung: R=" z =. 100 ver- 
1 2 


wendet. Dieser Wert gibt also an, um welchen Betrag, ausgedrückt in 
Prozent des theoretisch môglichen Wertes, der Mittelpunkt der Aus- 
breitungsellipse, verglichen mit der Normalausbreitung bei senkrecht 
von oben einfallender Beleuchtung, zur Lichtquelle hin verschoben wird. 
Die maximal môgliche Verschiebung von 100% ist dann erreicht, wenn 
8, —0, 8, also gleich s, +s, geworden ist (Abb. 1c), was allerdings bei 
Ph. autumnale erfahrungsgemäß 


nur selten vorkommt. Tabelle. Topotaktische Reaktionswerte aus 
10 Weißlichtversuchen bei 1000 Lux 
(Erklärungen im Text) 





Auch für negative, bei unserem 
Objekt nicht beachtete Reaktionen ist 























die gleiche Beziehung anwendbar, nur & 4 |, —a ls +. -100 
wird hier natürlich der topotaktische mm | mm |" “| "Ts +4 
Reaktionswert eine negative Größe. 
? : ‘ 43 15 28 58 48 
Wie das in der Tabelle wieder- 93 11 21 43 49 
gegebene Beispiel zeigt, weisen = 8 16 32 50 
. E 5 8 18 44 
die Einzelwerte trotz der vor- 20 8 12 28 43 
genommenen Korrektur immer 28 7 21 35 60 
noch eine erhebliche Streuung ho AS CNE | 33 
f, die im vorliegenden Fall pi ” = = = 
Py, ; m vorleg: f e e 40 18 22 58 46 
bei einem Durchschnitt von 47 32 14 18 46 39 
zwischen den Werten 33 und 60 Durchschnitt 46,9 


liegt. Im allgemeinen reichen je- 

doch 10 Wiederholungen aus, um einigermaßen gesicherte Reaktions- 
werte zu erhalten. Lediglich bei den Versuchen mit monochromatischer 
Strahlung wurde die Zahl der Wiederholungen in einigen besonders 
interessierenden Spektralbereichen auf 20 erhöht. 


WeiBlichtversuche 


Obwohl Versuche mit weiBem Licht wegen der unterschiedlichen 
Emissionsspektren der in den verschiedenen Intensitätsbereichen be- 
nutzten Lichtquellen nur begrenzten Wert haben, sind sie doch fiir die 
ersten orientierenden Versuche kaum zu entbehren. Im vorliegenden 
Falle wurden sie zur Feststellung des topotaktisch wirksamen Intensitats- 
bereiches sowie der Schwellenwerte benutzt. Die Unterschiede in der 
spektralen Emission der Glühlampen lieBen sich bis zu einem gewissen 
Grade dadurch ausgleichen, daß sich die mit den einzelnen Lampen ein- 
stellbaren Intensitätsbereiche überlappten, so daß gerade für die Grenz- 
werte die doppelte Anzahl von Versuchsdaten vorlag. 

Zunächst wurde der Intensitätsbereich der topotaktischen Wirksam- 
keit ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abb. 2 graphisch dargestellt. 
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Danach liegt die Nullschwelle der Phototopotaxis unter den gewählten 
Bedingungen bei 5 Lux. Im Vergleich zu den von Drews (1959) unter- 
suchten Arten besitzt Ph. autumnale also eine mittlere phototaktische 
Empfindlichkeit. 

Im übrigen hat die Reaktionskurve bei halblogarithmischer Dar- 
stellung die Gestalt einer Optimumskurve. In Anlehnung an Mainx 
u. WoLr (1940) verstehen wir unter dem phototaktischen Optimum die 
Intensität, bei der die Reaktion am ausgeprägtesten erfolgt, bei der also 
die prozentual stärkste Verschiebung der Ausbreitungsellipse zur Licht- 
quelle hin festzustellen ist. Im Falle von Ph. autumnale liegt es bei etwa 
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Abb. 2. Ph. autumnale. Topotaxis im Weißlicht. Abszisse: Lichtintensität in Lux, 
Ordinate: Reaktionswert R, in Prozent 





























200 Lux. Die Ellipsenverschiebung beträgt an diesem Punkt 55 
was ungefähr einem Streckenverhältnis s, :s, wie 4:1 entspricht. 

Das ,,phototaktische Maximum“, gleichbedeutend mit dem Beginn 
der Indifferenzzone, liegt bei 10000 Lux. Bei dieser Intensität breiten 
sich die Cyanophyceen also nach beiden Seiten wieder gleichmäßig aus. 
Man sollte nun erwarten, daß bei weiterer Intensitätserhöhung negative 
Reaktionen eintreten. Das ist jedoch nicht der Fall, da Ph. autumnale 
oberhalb 10000 Lux in Lichtstarre verfällt und seine Beweglichkeit ganz 
einbüßt (negative Photokinesis). Schon bei 10000 Lux ist die Aus- 
breitung vom Impfstrich gering und oft kaum noch meßbar. 


60%, 





Neben diesen quantitativen Versuchen, bei denen nur das Endergebnis nach 
mehrstündiger Versuchsdauer ermittelt wurde, führten wir auch Einzelversuche 
durch, in denen das topotaktische Bewegungsverhalten einzelner Trichome mikro- 
skopisch verfolgt wurde. Als Beleuchtungsstärke wurde vor allem die „optimale“ 
Intensität 200 Lux gewählt, doch wurden auch andere Beleuchtungsstärken ge- 
prüft. Die Beobachtungszeit betrug meist 2 Std. Die Bewegungsbahnen wurden 
in früher beschriebener Weise (NuLTtscH 1956) aufgezeichnet. Im übrigen entsprach 
die Versuchsanordnung der von Drews (1959). 


Nach den Ergebnissen von 30 Einzelbeobachtungen gehört auch 
Ph. autumnale zu dem von NIENBURG (1916) und Drews (1959) be- 
schriebenen Typ. Liegen die Trichome in der Richtung der Lichtstrahlen, 
sind die zur Lichtquelle hin zurückgelegten Strecken größer als die in die 
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entgegengesetzte Richtung führenden. Bei senkrechter Lage der Fäden 
zur Einfallsrichtung des Lichtes hat dieses dagegen so lange keinen 
Einfluß auf die Bewegungsrichtung, bis die Fäden zufällig in die Parallel- 
stellung gelangen. In 20 Versuchen, in denen die Fäden senkrecht zum 
Lichteinfall lagen, konnte nur einem in Falle nach 1!/,stündiger Versuchs- 
dauer ein Einschwenken des betreffenden Trichoms in die Lichtrichtung 
beobachtet werden, was sicher als zufällig anzusehen ist. Auch Ph.autum- 
nale ist also, gleich den von NIENBURG und DREWS untersuchten Formen 
des Phormidium-Types, zu keiner aktiven Steuerbewegung befähigt. 


Angeregt durch die neueren Versuche von Haupt (1960) über die ‚„‚Phototaxis‘‘ 
der Chloroplasten im polarisierten Licht führten wir kursorisch auch einige ver- 
gleichende Versuche mit unpolarisiertem sowie in verschiedener Richtung polari- 
siertem Licht durch (200 Lux). Diese ergaben jedoch keinerlei Anhaltspunkte für 
eine verschiedenartige Wirkung der beiden Bestrahlungsarten. 


Das Aktionsspektrum 

Auf Grund der von Drews (1959) getroffenen Feststellung, daß einem 
verhältnismäßig breiten Spektralbereich eine phototaktische Wirkung 
zukommt, verzichteten wir von vornherein auf die Verwendung der 
Schott-Farbfiltergläser und benutzten ausschließlich die erwähnten 
Interferenzfilter-Anlagen. Eine gewisse Schwierigkeit lag nun darin, 
die für das Arbeiten mit monochromatischer Strahlung optimale Energie 
zu ermitteln. Diese durfte nicht zu niedrig sein, um auch in den weniger 
wirksamen Spektralbereichen noch deutliche Reaktionen zu erhalten. 
Andererseits durfte sie jedoch auch nicht zu hoch sein, da nach den Er- 
gebnissen der Weißlichtversuche beim Überschreiten des Optimums in 
den stark wirksamen Spektralbereichen eine zunehmende Hemmung der 
phototaktischen Reaktionen und damit eine völlige Entstellung des 
Aktionsspektrums zu befürchten war. Die Energiemenge sollte also 
möglichst so groß sein, daß sie bei der, allerdings nicht bekannten, 
Wellenlänge der größten Wirksamkeit dem Optimalwert entsprach. 

Nun sind natürlich die in Lux gemessenen Werte der Weißlicht- 
versuche nicht ohne weiteres mit den in erg/cm? - sec gemessenen Energie- 
werten vergleichbar. Andererseits war es aber wegen der zu erwartenden 
Breite des wirksamen Wellenbereiches auch nicht möglich, alle in Frage 
kommenden Wellenlängen mit verschiedenen Energiewerten zu prüfen, 
weil dies eine übermäßig große Zahl von Einzelversuchen erfordert 
hätte. Es wurde daher folgender Weg beschritten: Mit dem Luxmeter 
wurde im Bereich der größten spektralen Empfindlichkeit der benutzten 
Photozelle (500—600 mu) der Energiewert ermittelt, der etwa einer Be- 
leuchtungsstärke von 250 Lux entsprach. Er lag in der Größenordnung 
von 1000 erg/em? : sec. Im äußersten Blau (IF 402) zeigte das Luxmeter 
dann noch 140, im äußersten wirksamen Rot (IF 640) 170 Lux an. Wie 
ein Vergleich der in Abb. 2 und 3 dargestellten Kurven zeigt, war damit 
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offenbar tatsächlich ein günstiger Energiewert gefunden. Jedenfalls 
liegen alle Reaktionswerte des Aktionsspektrums unter dem mit 200 Lux 
Weißlicht erhaltenen Maximalwert von 55—60%. Selbst in dem am 
stärksten wirksamen Bereich von 490—500 mu wurden nur Reaktions- 
werte von 40—45% gemessen, so daß die eingestrahlte Energie eher 
noch etwas zu niedrig war als zu hoch. 

Ein exaktes Wirkungsspektrum in dem von MonHr (1960) dargelegten Sinne 
erhält man auf diese Weise natürlich nicht, doch verbietet sich die genaue Ermitt- 
lung der zur Erreichung der gleichen Reaktionsstärke erforderlichen Quanten- 
zahlen im Hinblick auf die lange Versuchsdauer sowie die starke Streuung der 
Einzelwerte von selbst. Wie noch zu zeigen sein wird, läßt jedoch auch das durch 
Messung der Reaktionsgröße erhaltene Aktionsspektrum durchaus Rückschlüsse 
auf die wirksamen Pigmente zu. 

Der Energiewert von 1000 erg/cm? - sec ließ sich mit den benutzten 
Bestrahlungsanlagen ohne weiteres realisieren. Lediglich bei Verwendung 
der beiden UV-Filter 333.5 und 317.5 sank die Energie unter diesen Wert, 
und zwar betrug sie bei 333.5 nur noch 400, bei 317.5 etwa 200 erg/ 
cm? - sec* Dies ist einerseits auf die unterhalb 350 my stark absinkende 
Durchlässigkeit des Normalglases (MoHR u. ScHOSER 1960), andererseits 
auf die im gleichen Bereich abnehmende Emission der XBO-Lampe 
zurückzuführen. Die mit diesen Filtern ermittelten Werte lassen sich 
also mit denen der anderen Wellenlängen nicht ohne weiteres vergleichen. 


Wie das in Abb. 3 wiedergegebene Aktionsspektrum zeigt, ist der 
gesamte Spektralbereich von 317—640 mu phototopotaktisch wirksam, 
wobei allerdings zwischen den einzelnen Wellenbereichen größere Unter- 
schiede bestehen. Bei Wellenlängen > 640 my traten niemals Reaktionen 
ein. Erhöht man allerdings die Bestrahlungsenergie auf 10000erg/cm?-sec, 
kann man auch bei 649 und 659 mu noch schwache Reaktionen be- 
obachten, während die vom Filter 670 mu durchgelassene Strahlung in 
jedem Falle topotaktisch unwirksam ist. Die Wirksamkeit der von diesen 
beiden Filtern durchgelassenen Strahlung im hohen Energiebereich ist 
jedoch sicherlich auf das filterfremde Licht der benachbarten Wellen- 
längen zurückzuführen, das auch durch die Interferenzfilter nicht völlig 
abgeschnitten wird, und dessen Anteil mit zunehmender Energie immer 
mehr ins Gewicht fällt. Danach dürfte die Grenze der spektralen topo- 
taktischen Empfindlichkeit zum Langwelligen hin zwischen 640 und 
650 my liegen. 

Die Grenze zum Kurzwelligen hin konnte nicht ermittelt werden, da 
der gesamte zugängliche UV-Bereich von 317—400 my topotaktisch 
wirksam ist, und zwar um so stärker, je größer die Wellenlänge. Das 
Maximum liegt an der Grenze des UV zum kurzwelligen Blau zwischen 


* Alle Energiewerte wurden unter Einschaltung eines Petrischalenbodens in 
den Strahlengang gemessen, entsprechen also ungefähr der an der Stelle des Impf- 
striches tatsächlich herrschenden Energie. 
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395 und 405 my. Im übrigen streuen, wie die in Abb. 3 eingezeichneten 
mittleren Fehler zeigen, die im UV erhaltenen Reaktionswerte viel stärker 
als die der anderen Wellenbereiche, weshalb der Kurvenverlauf in diesem 
Teil des Aktionsspektrums nicht als gesichert angesehen werden kann. 
Wegen der oben erwähnten Energieungleichheit der Strahlung gilt dies 
besonders für den Abschnitt unterhalb 360 mu, weshalb hier auf die 
Weiterführung der Kurve verzichtet wurde. Die eingezeichneten Re- 
aktionswerte sind lediglich als Belege dafür anzusehen, daß auch dieser 
Abschnitt des UV topotaktisch wirksam ist. Ein exakter Vergleich der 
phototaktischen Wirk- 
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Spektrums überhaupt. Bei 520—530 my durchläuft die Kurve aber- 
mals ein, wenn auch nur flaches, Minimum, um dann zum dritten 
Hauptmaximum bei 560—570 mu anzusteigen. Hierauf fällt sie steil ab, 
passiert zwischen 610 und 620 ein kleines Nebenmaximum und läuft 
schließlich zwischen 640 und 650 my aus. Da dieses Nebenmaximum 
aus unten noch zu erörternden Gründen von besonderem Interesse war, 
wurde es durch 25fache Wiederholung gesichert. In allen Versuchen 
waren die beiden Filter 596 und 613 my mindestens gleichwertig, 
doch erwies sich in der Mehrzahl der Fälle das Filter 613 als das 
wirksamere. Auch der Ersatz des letzteren durch ein anderes mit dem 
Filterschwerpunkt 615 my änderte daran nichts. Die in Abb. 3 für 
diese beiden Reaktionswerte eingezeichneten mittleren Fehler, die un- 
abhängig voneinander berechnet wurden, sind also eigentlich zu groß 
und können nicht als Kriterium für die Signifikanz der relativ geringen, 
aber fast in allen Parallelversuchen nachgewiesenen Wirkungsdifferenz 
der beiden Wellenlängen gelten. Das Nebenmaximum erscheint des- 
halb gesichert. 


42* 
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Vergleichen wir das Aktionsspektrum mit den Ergebnissen der Drews- 
schen Interferenzfilter-Versuche an Phormidium uncinatum, einer eben- 
falls Phycocyan und Phycoerythrin führenden Art, so ist innerhalb ge- 
wisser Grenzen eine recht gute Übereinstimmung festzustellen. DREws 
gibt die Grenze der topotaktischen Empfindlichkeit zum Langwelligen 
hin zwischen 615 und 631 mu an. Da er jedoch in einem sehr niedrigen 
Energiebereich arbeitete, dürfte sie sich wohl bei Verwendung höherer 
Intensitäten noch etwas zum Langwelligen hin verschieben und dann 
ziemlich genau mit der an Ph. autumnale ermittelten übereinstimmen. 
Gelb, Grün und langwelliges Blau fand Drews stark wirksam, schwach 
dagegen das kurzwellige Blau unterhalb 440 my. Im UV fand er schließ- 
lich einen erneuten Anstieg der Wirksamkeit. Die größte Abweichung 
liegt in der von ihm angegebenen geringen Wirksamkeit des Filters 
398 mu, das genau mit dem von uns ermittelten Maximum zusammen- 
fällt. Im Hinblick auf den geringen UV-Gehalt der von Drews benutzten 
Strahlung (Niedervoltprojektor) hat jedoch gerade dieser Befund nur 
wenig Gewicht. Dennoch wäre es von Interesse, entsprechende Versuche 
auch mit Ph. uncinatum durchzuführen, um dem gefundenen Aktions- 
spektrum erhöhte Sicherheit zu geben. 


Untersuchung des Pigmentgehaltes 

Schon die schmutzige braun-grüne Färbung der Kulturen läßt er- 
kennen, daß Ph. autumnale neben Phycocyan auch Phycoerythrin ent- 
hält. Dies wurde durch die Extraktion des Reinkulturmaterials mit 
wäßriger Toluollösung nach Linskens (1959) bestätigt. Allerdings 
schlugen alle Versuche, die beiden Pigmente nach der vom gleichen Autor 
angegebenen Methode papierelektrophoretisch zu trennen, fehl, da sich 
die Phycobiline unter den angegebenen Bedingungen bei 20° rasch zer- 
setzen, während sie bei 2—4° kaum wandern und sich somit auch nicht 
trennen. Es wurde daher von weiteren Versuchen zur Trennung und 
Reinigung der beiden Pigmente Abstand genommen und lediglich die 
spektrale Absorptionskurve des Farbstoffgemisches aufgenommen, die 
in Abb. 4 wiedergegeben ist!. Das Hauptmaximum des Phycoerythrins 
liegt bei 563 my, während das kleinere Maximum bei 540 my nur schwach 
angedeutet ist. Dies ist nach ÖHEocHA (1960) wahrscheinlich auf enzy- 
matische Veränderungen während der 24 Std dauernden Extraktion 
zurückzuführen. Das Maximum des Phycocyans liegt bei 615 mu. Ein 
Vergleich der Extinktionswerte beider Maxima zeigt, daß die Menge des 
Phycocyans gegenüber der des Phycoerythrins gering ist. Der Kurven- 
verlauf im UV mit einem Absorptionsmaximum bei 335 mu ist unsicher, 
da bei dem gewählten Extraktionsverfahren nicht ausgeschlossen werden 





1 Alle in Abb. 4 wiedergegebenen Absorptionskurven wurden mit dem Spektral- 
photometer PMQ II der Fa. Carl Zeiss aufgenommen. 
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kann, daß auch andere Proteide extrahiert wurden, die hier die Phyco- 
bilinkurve möglicherweise überdecken. Außerdem scheint die Lage der 
UV-Maxima des Phycocyans und Phycoerythrins, die nach den Angaben 
Ö nEocuas (1960) in diesem Bereich zwischen 306 und 375 my liegen, 
je nach Extraktionsverfahren verschieden zu sein. Genaueres wird sich 
hierüber erst sagen lassen, wenn die Trennung und Reinigung der beiden 
Komponenten gelungen ist. 

Die Extraktion und Trennung der alkohollöslichen Pigmente erfolgte 
nach der von HAGER (1957) angegebenen Methode, d.h. Extraktion mit 
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Abb. 4. Spektrale Absorptionskurven einiger Pigmente von Ph. autumnale. Abszisse: Wellen- 

länge in my, Ordinate: Extinktion. ———— Phycocyan + Phycoerythrin, Chloro- 

phyll, + B-Carotin, —— — Myxoxanthophyll. Zum Vergleich ist das Aktions- 
spektrum aus Abb. 3 noch einmal eingezeichnet (dick ausgezogene Linie) 





einem Aceton-Benzin-Gemisch, quantitative Überführung in die Benzin- 
phase und chromatographische Trennung an der Stärkesäule. Das Chloro- 
phyll a, das in verhältnismäßig großer Menge vorhanden ist, läßt sich auf 
diese Weise leicht von den Carotinoiden trennen. Seine spektrale Absorp- 
tionskurve wurde in ätherischer Lösung aufgenommen (Abb. 4). 
Schon bei der Überführung der Farbstoffe aus dem Extraktions- 
gemisch in die Benzinphase durch Auswaschen des Acetons fiel eine 
kristalline orangegelbe Substanz aus, die sich beim Ablassen der Lösungen 
an der Wandung des Scheidetrichters absetzte. Sie löste sich in Metha- 
nol gelb, in Aceton dunkelgelb, in Chloroform orangefarben und in Pyri- 
din rot-orange. Die spektrale Absorptionskurve dieses hexanunlöslichen 
Carotinoids hat 3 Maxima, deren Lage in verschiedenen Lösungsmitteln 
(Äthanol, Chloroform und Pyridin) ermittelt wurde (in Abb. 4 ist die 
Methanolkurve gekennzeichnet). Wie ein Vergleich mit den von KARRER 
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u. JUCKER (1948) angegebenen Daten zeigt, scheint es sich um Myxo- 
xanthophyll zu handeln, obwohl einige der Absorptionsmaxima um 1 bis 
2 mu differieren. Dies ist wahrscheinlich auf geringe Mengen von Ver- 
unreinigungen zurückzuführen, die trotz des mehrmaligen Waschens mit 
Hexan im Präparat zurückgeblieben sind. Auch andere Merkmale, wie 
z.B. die Blaufärbung in konzentrierter Schwefelsäure, stimmen mit den 
Angaben von KARRER u. JUCKER überein. Übrigens ist das Myxo- 
xanthophyll bei den Cyanophyceen bereits mehrfach nachgewiesen 
(Goopwın 1960). 

Obwohl das Myxoxanthophyll in relativ großer Menge vorkommt, 
stellt doch bei weitem die Hauptmenge der Carotinoide das ß-Carotin. 
Alle anderen Carotinoide treten an Menge zurück, und da ihre Tren- 
nung mit dieser Methode ohnehin nicht möglich ist (HAGER 1957), 
wurde vorerst auf ihre genauere Bestimmung verzichtet. Die exakte 
Ermittlung des Pigmentgehaltes, insbesondere auch des Mengenver- 
hältnisses der einzelnen Pigmente, muß einer gesonderten Untersuchung 
vorbehalten bleiben. 

Diskussion 

Zeichnet man, wie in Abb. 4 geschehen, das topotaktische Aktions- 
spektrum in die graphische Darstellung der Absorptionskurven der Pig- 
mente ein, so treten gewisse Beziehungen zwischen spektraler photo- 
topotaktischer Empfindlichkeit und dem Pigmentgehalt deutlich hervor. 

Ganz eindeutig liegen die Verhältnisse im Falle der Phycobiline. 
Hier stimmt die Lage des Hauptmaximums zwischen 560 und 570 mu 
genau mit dem Absorptionsmaximum des Phycoerythrins bei 563 über- 
ein, und das nur in geringerer Menge vorkommende Phycocyan wird 
durch das Nebenmaximum bei 613 mu repräsentiert. Allerdings ent- 
spricht das Mengenverhältnis der extrahierten Pigmente nicht genau dem 
Wirkungsverhältnis der von den beiden Filtern durchgelassenen Strah- 
lung, doch findet dies seine Erklärung sicherlich in dem jeweils stark 
schwankenden Mengenverhältnis beider Pigmente bei den einzelnen Ex- 
traktionen, die mit verschieden altem Material durchgeführt wurden. 
Nichtsdestoweniger steht die Mitwirkung der beiden Phycobiline an der 
phototaktischen Reaktion außer Zweifel. 

Das zweite Hauptmaximum bei 490—500 mu dürfte seiner Lage 
nach der maximalen Gesamtabsorption der Carotinoide entsprechen. 
Zwar liegen, wie Abb. 4 zeigt, die Hauptabsorptionsmaxima der mengen- 
mäßig wichtigsten Vertreter, des B-Carotins und des Myxoxanthophylls, 
mehr im kurzwelligen Bereich bei etwa 450 und 470 mu, doch differiert ja 
gerade bei den Carotinoiden die Lage der Absorptionsmaxima in verschie- 
denen Lösungsmitteln außerordentlich stark und ist der Absorption der 
an die Zellbestandteile gebundenen Pigmente in vivo nicht ohne weiteres 
vergleichbar. So würden sich bei Verwendung von Pyridin als Lösungs- 
mittel die Absorptionskurven um 20—25 mu zum Langwelligen hin ver- 
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schieben und mit dem Maximum des Aktionsspektrums fast zur Deckung 
kommen. Auch der Literatur entnommene Angaben über die spektrale 
Absorption einiger Cyanophyceen in vivo (RABINOwITSCH 1951, 1956) 
bestätigen die Lage des Carotinoidgipfels bei 480—500 mu. Entsprechende 
Messungen für Ph. autumnale stehen noch aus. Schließlich sei noch dar- 
auf hingewiesen, daß auch die Aktionsspektren anderer Organismen, bei 
denen ein Zusammenhang der phototaktischen Reaktion mit dem Caro- 
tinoidgehalt konstatiert wurde, einen Gipfel ähnlicher Lage zeigen. So 
geben z.B. BÜNNING u. SCHNEIDERHÖHN (1956) die Lage des Haupt- 
maximums für eine stigmaführende, grüne Form von Euglena gracilis 
ebenfalls mit 490—500 my an, und andere Autoren haben ähnliche Werte 
gefunden (vgl. Haupr 1959, BEenpıx 1960b). Somit besteht also auch 
hinsichtlich der Beteiligung der Carotinoide an der Photofopotaxis der 
Cyanophyceen kein Zweifel. Das flache Minimum bei 520—530 mu wird, 
wie Abb. 4 deutlich zeigt, durch den absteigenden Schenkel der Caro- 
tinoide und den aufsteigenden des Phycoerythrins begrenzt. 

Ganz anders liegen die Verhältnisse dagegen im Falle des Chloro- 
phylis. Seinem Absorptionsmaximum im Blau entspricht ziemlich genau 
das Minimum des Aktionsspektrums bei 430 my, während Strahlung von 
der Wellenlänge des zweiten Maximums im Rot topotaktisch überhaupt 
unwirksam ist. Nehmen wir an, daß auch die immerhin noch deutliche 
Wirkung der Strahlung von 430 mu auf die Carotinoide zurückzuführen 
ist, die ja in diesem Bereich noch eine merkliche Absorption zeigen, so kann 
eine Beteiligung des Chlorophylls an der phototopotaktischen Reaktion 
der Cyanophyceen mit Sicherheit ausgeschlossen werden. 

Natürlich sagt die festgestellte Beziehung zwischen phototopotakti- 
scher Reaktion und dem Gehalt an Carotinoiden und Phycobilinen noch 
nichts darüber aus, welcher Art diese Zusammenhänge sind. Daß die 
beiden Pigmentgruppen nicht selbst als Photoreceptoren fungieren, 
scheint nach dem gegenwärtigen Stande unseres Wissens über die Licht- 
reizbewegungen der Pflanzen ziemlich sicher. Während wir aber diese 
Zusamenhänge trotz Annahme eines anderen Photoreceptors im Falle 
der Flagellaten durch die Theorie der periodischen Beschattung einiger- 
maßen befriedigend erklären können, haben wir hiervon im Falle der 
Cyanophyceen noch gar keine konkrete Vorstellung. Es hat aber auch 
wenig Sinn, eine solche zu entwickeln, bevor wir nicht einen tieferen 
Einblick in das Reiz- und besonders das Bewegungsverhalten dieser 
Gruppe haben. 

In diesem Zusammenhang müssen wir noch kurz auf das Reaktions- 
maximum im UV eingehen. Da keines der in Frage kommenden Pig- 
mente in dem maximal wirksamen Bereich eine nennenswerte Absorption 
zeigt, haben wir es hier entweder mit dem Absorptionsmaximum einer 
unserem Auge farblos erscheinenden, aber doch in der gleichen Weise wie 
Carotinoide oder Phycobiline wirkenden Substanz, oder aber mit dem 
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Photoreceptionssystem selbst zu tun. Die letztere Erklärung erscheint 
gar nicht so abwegig, wenn man daraufhin einmal die Aktionsspektren 
farbloser Organismen zum Vergleich heranzieht. So fand z.B. GössEL 
(1957) bei Versuchen mit einer farblosen, stigmenfreien Form von 
Euglena gracilis var. bacillaris die stärkste phototaktische Empfindlich- 
keit im Bereich von 400—410 mu, und Luntz (1931) gibt das Empfind- 
lichkeitsmaximum für eine farblose Chilomonas-Art mit 366 mu an. 
Auch für die starke topotaktische Wirkung des UV und des Violett 
gibt es also Parallelen, doch wäre es natürlich verfrüht, hieraus etwa auf 
eine Gleichheit des Photoreceptors schließen zu wollen. Bevor wir hier- 
über definitive Aussagen machen können, benötigen wir noch weitere 
Aktionsspektren, insbesondere auch der phycoerythrin-freien, blaugrünen 
Formen, die zu ermitteln unsere nächste Aufgabe sein wird. 

Herrn Prof. Dr. E. BüNNING danke ich für die Unterstützung dieser Arbeit. 
Die Deutsche Forschungsgemeinschaft gewährte mir eine erhebliche Sachbeihilfe, 


wofür ihr auch an dieser Stelle gedankt sei. Herrn Dr. G. SCHOSER gebührt mein 
Dank für die Beratung in allen technischen Fragen. 


Summary 

A method for quantitative evaluation of phototactic experiments is 
described which is especially suitable for Cyanophyceae of the Oscilla- 
toria-Phormidium type. The zero threshold for topotaxis of Phormidium 
autumnale is at 5 lux, the reaction optimum at 200 lux, and the maximum, 
i.e. region of indifference, is reached at 10000 lux. Negative topotaxis 
was not observed, since the movement of Ph. autumnale ceases above 
10000 lux as a result of negative photokinesis. 

With the aid of an interference filter monochromator system the 
action spectrum for topotaxis was determined for the range between 317 
and 800 my at a constant energy of 1000 erg/cm?- sec. These results 
were correlated with studies on the pigment content. 

Three main maxima were found at 395—405, 490—500 and 560 to 
570 mu. The second maximum corresponds to the principle absorption 
region of the carotenoids and the last to that of the phycoerythrin. 
In agreement with the low phycocyanin content a small subsidiary 
maximum at 615 my was found. Thus visible irradiation is photo- 
topotactically active in proportion to the carotenoid and phycobilin 
absorption, whereas apparently no connection exists with chloro- 
phyll a. Possible interpretations of the maximum at 395—405 my are 
discussed. 
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LICHT- UND ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTER- 
SUCHUNGEN AN DESMIDIACEEN 


V. Mitteilung 


ÜBER DIE VARIABILITÄT DER CHLOROPLASTENSTRUKTUR 
BEI MICRASTERIAS ROTATA 


Von 
Horst DRAWERT und MARIANNE Mix 
Mit 24 Textabbildungen 
(Eingegangen am 20. Februar 1961) 


1. Einleitung 

Die in der Literatur zu findenden Angaben über die licht- und elek- 
tronenmikroskopische Struktur der Conjugate der n-Chloroplasten sind 
recht widersprechend. Einerseits wird ihnen eine Granastruktur abge- 
sprochen, andererseits fehlt es aber nicht an Beobachtungen, besonders 
im lichtmikroskopischen Bereich, die auf eine Granastruktur hinweisen. 
Nach der Auffassung einiger Autoren sollen sich ganz allgemein Pyrenoide 
und Grana in einem Chloroplasten ausschließen (LEYon 1954, 1956; 
Kasa 1954). 


Der erste, der granaartige Strukturen bei Conjugaten erwähnt, ist SCHMITZ 
(1883 Sep. S.29): ,,So sah ich z.B. bei Spirogyra majuscula ... die lebenden 
Chromatophoren in ihrer ganzen Masse sehr deutlich derbpunktiert in der Weise, 
daß zahlreiche dunklere Punkte die heller grüne Chromatophorensubstanz durch- 
setzten.‘ Nach der Wiederentdeckung der Grana in den Chloroplasten von Moosen 
und höheren Pflanzen durch Herrz (1936) beschreibt GEITLER (1937) auch für 
einige Algen granahaltige Plastiden und erwähnt für Closterium, daß hier die Grana 
in ihrer Größe bereits an der Grenze des Auflösungsvermögens liegen, ,,und tat- 
sächlich sind sie nicht an allen Zellen wahrnehmbar“ (S. 467). Hysen (1937) 
belegt dann photographisch die Granastruktur für die Chromatophoren von 
Micrasterias denticulata. Nach DANGEARD (1951) können bei Spirogyra-, Mougeotia-, 
Zygnema- und Closterium-Arten sowohl in vivo wie in vitro Grana nachgewiesen 
werden. Aber auch er gibt eine Closterium-Art als Ausnahme an. In elektronen- 
mikroskopischen Aufnahmen lassen nach STEINMANN (1952) die Chromatophoren 
einer einbändrigen Spirogyra und einer Mougeotia-Art zwar eine lamelläre Struk- 
tur, aber keine Grana erkennen. Dasselbe stellt Levon (1954) ebenfalls für Spiro- 
gyra-, Mougeotia- und Closterium-Arten fest. Nach fluorescenzmikroskopischen 
Untersuchungen im Auflicht kann Metzner (1955) erneut eine Granastruktur für 
Spirogyra, Mougeotia und Cosmarium bestätigen. Allerdings sind die Chloroplasten- 
bänder bei Spirogyra gelegentlich ganz homogen. BUTTERFASS (1957) bildet für 
Spirogyra licht- und fluorescenzmikroskopisch Grana ab, aber auch er erwähnt, 
daß bei einbändrigen Arten die Grana so klein sein können, daß sie nicht in allen 
Fällen mikroskopisch sichtbar sind. Ferner gelingt ihm der elektronenmikrosko- 
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pische Nachweis der Grana bei Spirogyra!. Für Micrasterias papillifera legen 
CHARDARD und RouILLER (1957) elektronenmikroskopische Aufnahmen von grana- 
haltigen Chloroplasten vor. Nach denselben Autoren besitzt aber Cosmarium 
Lundelii nur rudimentäre Grana, und bei Closterium acerosum soll das Vorkommen 
von Grana zweifelhaft sein. 

Aus der Übersicht geht hervor, daß sich nicht nur die Angaben ver- 
schiedener Untersucher widersprechen, sondern daß ein- und demselben 
Beobachter unter Umständen sowohl granaführende als auch granafreie 
Objekte vorlagen. Aus einer Reihe von elektronenmikroskopischen Auf- 
nahmen verschiedener Desmidiaceen, die Frau Dr. I. METZNER-KÜSTER 
angefertigt hat, geht der gleiche widersprechende Tatbestand hervor. 
Neben allem Anschein nach granafreien Chromatophoren trifft man 
immer wieder auf solche, die eine ausgesprochene Granastruktur be- 
sitzen (vgl. Abb. 876 in SchussnıG 1960, S. 1139). Da es sich dabei nicht 
nur um Artefaktbildungen handeln kann, sind wir der Frage der Varia- 
bilität der Plastidenstruktur bei Micrasterias rotata nachgegangen. 

Die vorliegende Arbeit befaßt sich nur mit der Änderung der Chloroplasten- 
struktur im normalen Alterungsprozeß der Zellen unter Ausschluß der Pyrenoide. 
Über den Einfluß von Antibiotica auf die Plastidenstruktur und über die Pyrenoide 
soll in anschließenden Mitteilungen berichtet werden. Die elektronenmikroskopi- 
schen Aufnahmen wurden mit dem Elmiskop II gemacht. 


2. Die Gestalt des Chloroplasten und sein Verhalten bei der Zellteilung 


Bei der Behandlung des Fragenkomplexes darf nicht übersehen 
werden, daß die Desmidiaceen eine besondere Gestaltung der Chromato- 
phoren zeigen und zum großen Teil auch eine ganz abweichende Form 
der Plastidenteilung aufweisen. Zum besseren Verständnis der Struk- 
turenvariabilität und auch der in dieser und den folgenden Mitteilungen 
gebrachten elektronenmikroskopischen Aufnahmen soll zunächst auf 
diese beiden Punkte eingegangen werden. 

Eine kurze Beschreibung des Chloroplasten von Micrasterias rotata 
findet sich bei CARTER (1919). Der Chloroplast ist plattenförmig gebaut, 
mit gezacktem Rand und mit Leisten versehen. Am auffälligsten sind 
die beiden Längsleisten in der Mitte der Zelle, die sich in die Polarlappen 
erstrecken (vgl. Abb. 2). Durch die Leistenbildung wird die Oberfläche 
unregelmäßig. Die Platte zeigt gewissermaßen Verwerfungen. Sehr klar 
geht das aus Querschnitten an fixiertem Material hervor, wie Abb. 1 
belegt. Die Anordnung der Stärkekörner in Abb. 1 weist darauf hin, 
wie schwierig es ist, bei der Herstellung von Dünnschnitten eine 
bestimmte Schnittrichtung genau festzulegen. 


1 Die von BuTTErrAss als „‚Karyoide‘“ bezeichneten Gebilde sind unserer 
Meinung nach Golgi-Apparate. Man vergleiche in diesem Zusammenhang die 
Fig. 2—5 von Spirogyra bei BUTTERFASS (1957, S. 373) mit den Abb. 39—41 von 
Micrusterias bei DRAWERT u. Mıx (1961, S. 256/57). 
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Ein — allerdings in einigen Punkten korrekturbedürftiges — Schema 
der Zellteilung von M. rotata bringt KRIEGER (1933/37, S. 54, Fig. 19). 
Nach erfolgter Kernteilung (vgl. Waris 1950) und Bildung einer Quer- 
wand im Isthmus wölben sich die beiden neuen Halbzellen zunächst 








Abb. 1. Micrasterias rotata. Querschnitt durch einen fixierten Chloroplasten nach Färbung 
mit Eisen-Hämatoxylin. Paraffin-Präparat. Der Chloroplast enthält viele Stärkekörner. 
Zwei Pyrenoide sind angeschnitten. Vergr.: 340, auf 1020 nachvergr. 


Abb. 2—4. Micrasterias rotata. Verschiedene Stadien der Zellteilung ein- und desselben 
Individuums. Man beachte die Abnahme der Chloroplastendichte in den alten Zellhälften. 
Vergr.: 85, auf 155 nachvergr. 


blasenartig vor und schieben die alten auseinander (Abb. 2). Die noch 
undifferenzierten, jungen Zellhälften enthalten nur Plasma in lebhafter 
Strömung. Die beiden Tochterkerne befinden sich in den neuen Isthmen. 
Mit Waris (1950, S.6) müssen auch wir auf Grund unserer Beobach- 
tungen die Behauptung von Czurpa (1937, S. 78) zurückweisen, daß der 
Kern erst nach der Einwanderung des Chloroplasten in den Isthmus ein- 
gelagert wird. Dieser Einwand von ÜZURDA gegen das Schema von 
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KRIEGER besteht also nicht zu Recht (man vergleiche auch die Angaben 
von CARTER 1920, S. 312). Die Einwanderung des Chloroplasten beginnt 
mit einem Vorstülpen der Chloroplastenteile aus den seitlichen Sektoren 
(Abb. 2). Sie erfolgt also nicht in breiter Front, wie es der Fig. 19 F in 
dem Schema von KRIEGER (1933/37, S. 54) zu entnehmen wäre. Die 
Wand der neuen Zellhälften zeigt auch noch keine Eindellungen, die in 
dem Schema von KRIEGER bereits für das noch frühere Stadium in 
Fig. 19 E angedeutet sind. Nach den Seitenlappen stülpen sich die 
beiden Leisten des Polarlappens in die neue Zellhälfte vor, und dann 
erfolgt erst das Vordringen in breiterer Front (Abb. 3). Gleichzeitig 
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Abb. 5. Micrasterias rotata. Schema der Differenzierung in einer Halbzelle. Die Zahlen 
von 1—9 geben die Reihenfolge in der Anlage der einzelnen Buchten an 


beginnt in der Wand die Anlage der Polar- und Seitenlappen sichtbar 
zu werden (Abb. 3), deren Ausdifferenzierung in der in Abb. 5 ange- 
führten Reihe erfolgt. Der Zellkern wird von dem einwandernden 
Chloroplasten überlagert. 


Das Vordringen des Chloroplasten verläuft so schnell, daB es sich 
hierbei nicht um einen Wachstumsvorgang handeln kann, sondern der 
neue Plastidenteil muB schon in der alten Zellhälfte vorgebildet worden 
sein. Dies geht auch aus der Verringerung der Dichte des Chloroplasten 
in der alten Zellhälfte hervor, wie sie ein Vergleich der Abb. 2—4 er- 
kennen läßt. Mit der Dichteabnahme hängt das immer klarere Hervor- 
treten der Pyrenoide in der alten Zellhalfte zusammen. Bei dem ganzen 
Prozeß zeigt der alte Chloroplastenteil entsprechend den Angaben von 
CARTER (1920) eine Kontraktion, d.h. der Abstand zur Zellwand ver- 
größert sich (Abb. 2—4). 

Uber den Mechanismus der Einwanderung konnten wir keine klaren 
Angaben finden, und auch unsere Untersuchungen haben noch zu keiner 
einwandfreien Vorstellung geführt, so daß die folgende kurze Schilderung 
nur als Arbeitshypothese aufzufassen ist. 
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Die Ausbildung der Leisten ist von Individuum zu Individuum sehr 
unterschiedlich, und bereits CARTER (1919) vermutet, daß das mit dem 
physiologischen Zustand der Zellen zusammenhängt. Durch Aufbau 

~ neuer  Plastidensubstanz 

= wird der Chloroplast sehr 

Cc = — dicht, und die Leisten wer- 

Abb. 6. Micrasterias rotata. Schema für das Aus- den stark aufgeworfen, so 
stülpen der neuen Chloroplastenhälfte aus der alten daß das ganze an Über- 
sichtlichkeit verliert. Bei 

der Einwanderung in die junge Zellhälfte scheint sich der neue Chloro- 
plast etwa nach dem Schema in Abb. 6 aus dem alten herauszustülpen. 
Dabei verschwinden die Leisten im alten Teil weitgehend, und der 
neue Chloroplastenteil zeigt jetzt eine größere Dichte als der in der 
alten Zellhälfte verbliebene (Abb. 4). Mit der Ausdifferenzierung der 
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Abb. 7. Micrasterias rotata. Zwei Schwesterzellen eines chloroplastendefekten Individuums 
mit einer gewissen Symmetrie in der Ausbildung des Defektes. Verg.: 55, auf 140 nachvergr. 


jungen Halbzelle erfolgt die endgültige Entfaltung des neuen Chloro- 
plasten, der aber noch mit dem alten zusammenhängt. Beide Chloro- 
plastenhälften zeigen jetzt die gleiche Dichte (vgl. auch CARTER 1920). 
Nach einiger Zeit trennen sich die beiden Plastidenhälften im Isthmus, 
und die Leisten werden wieder aufgeworfen. 

Die von Forr (1959, S. 310) ausgesprochene Verallgemeinerung: ,,Die Zell- 
teilung beginnt mit der Kernteilung und mit der Spaltung des Chloroplasten“ trifft 
für viele Desmidiaceen nicht zu, vor allem nicht für die beiden von FoTT angeführten 
Beispiele Micrasterias und Cosmarium. Hier erfolgt die Spaltung des Chloroplasten 
erst am Ende der Zellteilung. Ferner ist das von Forr gebrachte Bild von Micra- 
sterias rotata in Fig. 192 (S. 309) kein Beispiel für das ,, Heranwachsen einer geteilten 
Zelle‘, sondern stellt ein Individuum mit einer unvollständig ausdifferenzierten 
Zellhälfte dar. 

Für die hier geschilderte Vorstellung der Chloroplastenvermehrung 
spricht auch eine gewisse Symmetrie in den Schwesterzellen chloro- 
plastendefekter Objekte (Abb. 7). 
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Abb. 8. Micrasterias rotata. Chloroplast in Aufsicht ohne Granastruktur. Vergr.: 540, 
auf 1080 nachvergr. 


Abb. 9. Micrasterias rotata. Chloroplast in Aufsicht mit feiner Granastruktur. Vergr.: 540, 
auf 1080 nachvergr. (Bereits veröffentlicht in SCHUSSNIG 1960, Abb. 876) 


Abb. 10. Wie Abb. 9, aber Aufnahme im Fluorescenzmikroskop. Vergr.: 320, auf 800 
nachvergr. 


Abb. 11. Micrasterias rotata. Chloroplast in Aufsicht mit grober Granastruktur. Grana 
teilweise in Profilstellung. Vergr.: 540, auf 1080 nachvergr. 


Abb. 12. Wie Abb. 11, aber im Fluorescenzmikroskop aufgenommen. Vergr.: 320, auf 800 
nachvergr. 


Abb. 13. Micrasterias rotata. Chloroplast in Aufsicht mit grober Granastruktur. Grana 
in Aufsicht und in den Leisten in Profilstellung. Vergr.: 540, auf 1620 nachvergr. 
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3. Die Variabilität der Granastruktur im lichtmikroskopischen Bereich 

Je nach dem physiologischen Zustand der Zellen erscheinen die 
Chloroplasten von M. rotata im normalen Lichtmikroskop homogen grün 
(Abb. 8) bzw. im Fluorescenzmikroskop rot oder jeweils mit einer 
feineren (Abb. 9 und 10) bis gröberen (Abb. 11 und 12) Granastruktur. 
Die Fluorescenzbilder belegen, daß es sich bei der Granulierung wirklich 
um die chlorophyllführenden Grana handeln muß. Die Scheibchen- 
struktur geht aus den Abb. 11 und 12 hervor, die eine eigenartige Auf- 
reihung der Grana an der Peripherie des Chloroplasten erkennen lassen. 
Nach unseren bisherigen Beobachtungen scheint mit einer Verschlech- 
terung der Lebensbedingungen eine Vergröberung und Desorientierung 
der Granastruktur einherzugehen. 

Wie sich die Leistenbildung auf die Anordnung der Grana auswirkt, 
ist Abb. 13 zu entnehmen. Die Aufnahme bringt nebeneinander Grana 
in Aufsicht, im Profil und in allen Übergängen zwischen diesen beiden 
Extremansichten. Genauso wird ein Querschnitt nur im Idealfall die 
Grana wirklich quer treffen. 


4. Die Variabilität der Granastruktur im elektronen- 
mikroskopischen Bereich 
Nach den bisherigen Beobachtungen tritt eine unterschiedliche Be- 
einflussung der Struktur durch verschiedene Fixierungs- und Einbet- 
tungsmittel auf. Aus diesem Grunde werden die erhaltenen Ergebnisse 
getrennt aufgeführt. Für die meisten Untersuchungen benutzten wir 
OsO, als Fixierungs- und Methacrylat als Einbettungsmittel. 


a) Fixierung mit 0s0,, Einbettung in Methaerylat. Entsprechend den 
lichtmikroskopischen Bildern zeigen auch die elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen alle Zwischenstufen von granafreien bis zu granaführenden 
Chloroplasten. Abb. 14 dürfte etwa dem Chloroplasten in Abb. 8 ent- 
sprechen. Dieser besitzt ein sehr lockeres Lamellensystem und zeigt 
keine Andeutung von Grana. Es handelt sich hierbei um eine Struktur, 
die eine Ähnlichkeit mit dem Maschenwerk von Ankistrodesmus braunii 
(STEFFEN und WALTER 1955) aufweist. Die Lamellen können auch viel 
dichter gepackt und stärker vernetzt sein (Abb. 15). In diesem Fall läßt 
sich ebenfalls keine deutliche Differenzierung in Stroma- und Grana- 
lamellen erkennen. Eine Ausbildung der Grana sieht man aber in dem 


Abb. 14. Micrasterias rotata. Chloroplast mit sehr lockerem Lamellensystem ohne Andeu- 
tung von Grana. Fixierung: OsO,, Einbettung: Methacrylat. Schrägschnitt. Vergr.: 7500, 
auf 22500 nachvergr. 


Abb. 15. Micrasterias rotata. Chloroplast mit sehr dichtem und stark vernetztem Lamellen- 
system. Keine deutliche Differenzierung in Stroma- und Granalamellen. Fixierung: OsO,, 
Einbettung: Methacrylat. Annähernder Querschnitt. Vergr.: 7500, auf 22500 nachvergr. 


Abb. 16. Micrasterias rotata. Chloroplast mit sehr dichtem, vorwiegend parallel orientiertem 
Lamellensystem und deutlicher Ausbildung von Grana. Fixierung: OsO,, Einbettung: 
Methacrylat. Querschnitt. Vergr.: 7500, auf 30000 nachvergr. 
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Abb. 14—16. (Legenden auf gegenüberliegender Seite) 
Planta, Bd. 56 
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Chloroplasten mit sehr dichter, vorwiegend paralleler Anordnung der 
Lamellen, der in Abb. 16 wiedergegeben ist. 


ie | 
Abb. 17. Micrasterias rotata. Chloroplast im Längsschnitt mit deutlicher Granaausbildung. 
Auf Grund der natürlichen Verwerfung des Chloroplasten sind die Grana- und Stroma- 
lamellen meist schräg, zum Teil auch quer getroffen. Fixierung: OsO,, Einbettung: 
Methacrylat. Vergr.: 7500, auf 15000 nachvergr. 


Es fragt sich natürlich, wieweit das vernetzte Aussehen in Abb. 14 und 15 
durch mehr oder weniger schräg angeschnittene Chloroplasten und dadurch be- 
dingte Überschneidungen der einzelnen Lamellen zustande kommt. Es kann auch 
im Hinblick auf eine nachfolgende Teilung eine stärkere Einfaltung der Lamellen 
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Abb. 18. Micrasterias rotata. Chloroplast mit teilweise abgelôster Plastidenmembran. Der 
lamellenfreie Raum weist keine besondere Strukturierung auf. Fixierung: OsO,, Ein- 
bettung: Methacrylat. Annähernder Querschnitt. Vergr. 7500, auf 22500 nachvergr. 
Abb. 19. Micrasterias rotata. Chloroplast mit abgelöster Plastidenmembran. Der lamellen- 
freie Raum zeigt im Unterschied zu Abb. 18 eine dichte Granulierung. Fixierung: OsO,, 
Einbettung: Vestopal. Annähernder Querschnitt. Vergr. 7500, auf 22500 nachvergr. 
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Abb. 20 u. 21. (Legenden auf gegenüberliegender Seite) 
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vorliegen. Die in Abb. 1 und 13 zum Ausdruck kommende Verwerfung des Chloro- 
plasten bei der Leistenbildung muß sich ebenfalls in irgendeiner Weise auf die 
Anordnung des Lamellensystems auswirken. In Abb. 16 wird es sich dagegen sehr 
wahrscheinlich um einen Chloroplasten handeln, der auch im lichtmikroskopischen 
Bereich nur geringe Verwerfungen und wenig Stromastärke aufweisen dürfte, so 
daß die Lamellen gestreckt sind. 

Das Vorhandensein einer Granastruktur in bestimmten physiologi- 
schen Zuständen zeigen deutlich Längsschnitte durch den Chloroplasten. 
Die in Abb. 17 reproduzierte Aufnahme läßt neben der Differenzierung 
in Grana- und Stromabereiche auch wieder die Verwerfung des Chloro- 
plasten erkennen. Trotz einer Schnittführung parallel zur Oberfläche 
sind die Grana- und Stromalamellen meist schräg getroffen und zeigen 
zum Teil Übergänge zu regelrechten Querschnitten. Die Grana besitzen 
eine größere Anzahl und eine dichtere Anordnung der Lamellen als das 
angrenzende Stroma. Ferner sind die Grana stärker durch Osmium 
geschwärzt. 

b) Fixierung mit 0s0,, Einbettung in Vestopal. Aus unveröffent- 
lichten Aufnahmen von Frau Dr. MerTzNER-KÜSTER geht hervor, daß 
bei Verwendung von ,,Vinox K 3‘ oder ‚Araldit‘‘ als Einbettungsmittel 
die Lamellen im Micrasterias-Chloroplasten zum Teil klarer heraus- 
kommen als bei der Verwendung von Methacrylat. Bei Einbettung in 
Vinox K 3 erscheint die Lamellierung jedoch viel gröber. 

Wir machten ferner noch einige Einbettungsversuche mit ‚‚Vestopal“. 
Die Chloroplastenlamellen treten wie bei Vinox K 3 deutlicher und mit 
größerem Kontrast hervor als nach Einbettung in Methacrylat, jedoch 
ist die Abgrenzung zwischen Grana und Stroma nicht so scharf, da die 
Abstufung in der Kontrastierung fehlt (Abb. 20). Auffällig ist auch eine 
meist stark wellenartige Verformung des ganzen Lamellensystems. 


In Abb. 19 liegt die Chloroplastenmembran dem Lamellensystem 
nicht direkt an. Bei stärkerer Vergrößerung ist sie deutlich als Doppel- 
membran zu erkennen, und der Raum zwischen Membran und Lamellen 
erscheint dicht granuliert. Die gleiche granulierte Grundsubstanz findet 
man auch zwischen den aufgelockerten Chloroplastenlamellen. 


In seltenen Fällen ist die Entfernung der Plastidenmembran von dem 
Lamellensystem auch nach OsO,-Fixierung und Methacrylat-Einbet- 
tung zu beobachten. Der lamellenfreie Raum weist jedoch nach dieser 
Behandlung keine besondere Strukturierung auf (Abb. 18). 


Abb. 20. Micrasterias rotata. Schrägschnitt durch den Chloroplasten nach Fixierung mit 
OsO, und Einbettung in Vestopal. Grana- und Stromabereiche heben sich nicht sehr 
deutlich voneinander ab. Vergr. 7500, auf 15000 nachvergr. 


Abb. 21. Micrasterias rotata. Schrägschnitt durch den Chloroplasten nach Fixierung mit 

KMnO, und Einbettung in Methacrylat. Lamellierte Grana teils quer, teils schräg ge- 

troffen. Das Stroma besteht vorwiegend aus einer granulierten Grundsubstanz und zeigt 
nur Lamellenbruchstücke. Vergr.: 7500, auf 22500 nachvergr. 
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Abb. 22. Micrasterias rotata. Die Grana des Chloroplasten zeigen eine regelmäßige und 
dichte Anordnung der Lamellen. Das Stroma besitzt dagegen nur wenige Lamellen in 
lockerer und ungeordneter Verteilung und eine feingranulierte Grundsubstanz. Fixierung: 
KMnO,, Einbettung: Methacrylat. Schrägschnitt. Vergr.: 15000, auf 37500 nachvergr. 


Wieweit es sich bei der Ablösung der Plastidenmembran um ein Artefakt oder 
eine natürliche Erscheinung handelt, kann noch nicht gesagt werden. Auf Grund 
der Strukturlosigkeit des lamellenfreien Raumes und des nur seltenen Auftretens 
des Bildes nach Methacrylateinbettung (Abb. 18) wäre man geneigt, eine Artefakt- 
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Abb. 23. Micrasterias rotata. Chloroplast mit sehr hohen Stapeln von Granalamellen und 
blasigem Stroma. Fixierung: KMnO,, Einbettung: Methacrylat. Annähernder 
Querschnitt. Vergr. 15000, auf 30000 nachvergr. 


Abb. 24. Micrasterias rotata. Chloroplast mit mehr oder weniger durchgehendem Lamellen- 
system, das im Granabereich eine dichte, im Stromabereich eine lockere, aber vorwiegend 
parallele Anordnung aufweist. Fixierung: KMnO,, Einbettung: Methacrylat. 
Annähernder Querschnitt. Vergr. 15000, auf 30000 nachvergr. 
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bildung anzunehmen. Andererseits sprechen die nach Vestopaleinbettung erhal- 
tenen Bilder (Abb. 19) mehr dafür, daß es sich doch um eine natürliche Struktur 
handelt. In diesem Zusammenhang ist aber zu beachten, daß auch die Grund- 
substanz des Stromas nach OsO,-Methacrylat-Behandlung, keine granulierte 
Struktur erkennen läßt. In erster Linie wäre an ein Peristromium im Sinne von 
SENN (1908, S. 298) und STRUGGER (1956) zu denken, das aber nur in einem be- 
stimmten physiologischen Zustand der Zellen auftreten dürfte. Wenn man die 
Variabilität der Granastruktur berücksichtigt, ist durchaus an diese Möglichkeit 
zu denken. Das nur seltene Auftreten der Erscheinung nach Methacrylat- 
einbettung könnte damit zusammenhängen, daß die mit dieser Methode unter- 
suchten Zellen sich zufällig nicht in dem entsprechenden physiologischen Zustand 
befanden. 

e) Fixierung mit KMnO,, Einbettung in Methaerylat. Neben dem 
Einbettungsmittel wird dem Fixierungsmittel ein wahrscheinlich noch 
größerer Einfluß auf die elektronenmikroskopisch sichtbaren Strukturen 
zukommen. So erhielten wir z.B. von der Kernmembran nach OsO,- und 
KMnO,-Fixierung recht unterschiedliche Bilder (DRAwERT u. Mıx 1961). 
Dasselbe trifft auch für die Struktur der Plastiden zu, wie die folgenden 
Aufnahmen belegen. 

In Abb. 21 sind die Grana teils quer und teils schräg angeschnitten. 
Das Stroma besteht aus einer fein granulierten Grundsubstanz und zeigt 
nur Lamellenbruchstücke, die zum Teil blasig aufgeworfen sind. Eine 
etwas lockerere Struktur besitzt der in Abb. 22 wiedergegebene Chloro- 
plast. Hier treten aber noch zusammenhängende Stromalamellen deut- 
lich hervor. Während die Grana eine dichte und regelmäßige Anordnung 
der Lamellen aufweisen, erscheinen die Stromalamellen in sehr lockerer 
und ungeordneter Verteilung. Zwischen den Stromalamellen befindet 
sich eine feingranulierte Grundsubstanz. Wie unterschiedlich hoch die 
Granalamellenstapel in verschiedenen Chloroplasten sein können, geht 
aus einem Vergleich der Abb. 22 und 23 hervor. Während in den bisher 
gebrachten Aufnahmen von KMnO,-fixierten Chloroplasten das Stroma 
nur Lamellen in ungeordneter, lockerer Verteilung oder nur Lamellen- 
bruchstücke erkennen läßt, ist in Abb. 24 ein Chloroplast dargestellt, 
der auch im Stroma eine zwar lockere, jedoch vorwiegend parallele An- 
ordnung der Lamellen aufweist. 

Nach KMnO,-Fixierung treten vor allem in den Grana die Lamellen 
deutlich hervor. Der Kontrast ist trotz Methacrylat-Einbettung wesent- 
lich besser als nach OsO,-Fixierung. Der sich bildende Niederschlag ist 
allerdings sehr grobkörnig, so daß sämtliche Konturen viel gröber er- 
scheinen. Aus diesem Grunde sehen wir vorläufig noch davon ab, ver- 
gleichende Größenangaben zu bringen. 


5. Besprechung der Ergebnisse 
Aus den beigegebenen Bildern geht hervor, wie groß die Variabilität 
der Chloroplastenstruktur ist. Im lichtmikroskopischen Bild hat man 
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alle Zwischenstufen von homogenen bis zu grobgranulierten Chloro- 
plasten. Dementsprechend zeigen die elektronenmikroskopischen Auf- 
nahmen alle Übergänge von Chloroplasten mit durchgehenden Lamellen 
ohne Granaausbildung, über Chloroplasten mit Granaandeutung und 
solchen mit lamellierter Stroma- und Granastruktur bis zu Chromato- 
phoren, die wohl ausgeprägte Grana besitzen, aber deren Stroma kaum 
noch eine Lamellenstruktur erkenen läßt. Die in der Literatur zu finden- 
den widersprechenden Angaben sind also nicht verwunderlich. Bei den 
Desmidiaceen müssen auf Grund des besonderen Teilungsmechanismus 
in den Chloroplasten, neben der eigentlichen photosynthetischen Tätig- 
keit, ständig Prozesse zum Aufbau der eigenen Substanz ablaufen. Der 
Stärkegehalt der Plastiden ist großen Schwankungen unterworfen. Vor 
allem ist er in alten, sich nicht mehr teilenden Kulturen im allgemeinen 
hoch. Es können aber auch teilungsfähige Zellen relativ viel Stärke 
besitzen. Dann wandert ein Teil davon mit dem Chloroplasten in die 
neue Zellhälfte. 

Wenn man bedenkt, wieviel verschiedene physiologische Zustände 
ein Desmidiaceen-Chloroplast durchwandern muß, ist es naheliegend an- 
zunehmen, daß sich auch seine Struktur entsprechend ändern wird. Man 
kann eigentlich nicht die Strukturkonstanz erwarten, die wir von den 
Chloroplasten der ausgewachsenen Dauerzellen höherer Pflanzen bis zu 
einem gewissen Grade gewohnt sind. 

Aus den unterschiedlichen Bildern, die man nach verschiedener Fixie- 
rung und Einbettung erhält, geht hervor, daß man sich zur Erschließung 
der wahren Struktur nicht nur mit einem Fixierungs- und einem Ein- 
bettungsmittel begnügen darf (vgl. auch Menke 1957, 1958). Dies gilt 
ebenso für Dickenangaben von Lamellen. Nach UEDA (1960) soll zwar 
kein Unterschied in der Dicke von Chloroplastenlamellen nach OsO,- 
Fixierung und nach Gefriertrocknung vorhanden sein, doch stehen noch 
eingehende Untersuchungen auf breiterer Basis aus. Hier scheint be- 
sonders dem Einbettungsmittel eine nicht zu vernachlässigende Rolle 
zuzukommen. 

In einer folgenden Mitteilung wird über den Einfluß von Antibiotica 
auf die Struktur der Chloroplasten von Micrasterias berichtet, und im 
Zusammenhang mit den dort mitgeteilten Ergebnissen sollen auch die 
hier skizzierten Befunde diskutiert werden. 


Zusammenfassung 
Licht- und fluorescenzmikroskopisch kann man bei Micrasterias 
rotata Chloroplasten mit und ohne Grana beobachten. Elektronenmikro- 
skopisch ergibt sich eine große Variabilität der Chloroplastenstruktur. 
Von Plastiden mit vernetzten Lamellen ohne Andeutung von Grana, 
über solche mit normaler Grana- und Stromaausbildung bis zu Chromato- 
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phoren, die wohl ausgeprägte Grana besitzen, aber deren Stroma kaum 
noch eine Lamellierung erkennen läßt, treten alle Übergänge auf. 

Diese Variabilität der Plastidenstruktur hängt wahrscheinlich mit 
dem besonderen Mechanismus der Plastidenteilung bei Micrasterias und 
den damit verbundenen verschiedenen physiologischen Zuständen der 
Zelle zusammen. 


Der Einfluß von Fixierungs- und Einbettungsmitteln auf die elek- 
tronenmikroskopisch abgebildeten Strukturen wird hervorgehoben. 


Frau Dr. INGEBoRG METzNER-KÜSTER sowie Fräulein DöRTHE ECKHARDT 
danken wir für ihre Mitarbeit. Für die uns gewährte Unterstützung gilt der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft unser besonderer Dank. 
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Aus dem Systematisch-Geobotanischen Institut der Universität Göttingen 


DIE HITZERESISTENZ EINHEIMISCHER IMMER- UND 
WINTERGRÜNER PFLANZEN IM JAHRESLAUF 


Von 


O. L. LANGE 
Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 9. Februar 1961) 


Die plasmatische Resistenz einer Pflanze gegen die Eïäwirkung von 
Kälte, Trockenheit oder Hitze ist keine konstante Größe. Sie kann 
Schwankungen unterworfen sein, die durch Außenbedingungen hervor- 
gerufen werden oder endogenen Charakter haben. Diese Resistenz- 
schwankungen erweisen sich oftmals als abhängig voneinander: Die 
Erhöhung oder Erniedrigung der Widerstandsfähigkeit gegen einen 
Faktor bewirkt die gleichsinnige Veränderung der Resistenz auch gegen 
einen oder beide anderen der drei Faktoren. Das legt den Schluß nahe, 
daß der Resistenz gegen diese drei Außeneinflüsse eine gemeinsame plas- 
matische Komponente zugrunde liegt und bestärkt die Hypothese einer 
„allgemeinen physiologischen Resistenz‘ (vgl. Fucus u. v. ROSENSTIEL 
1958), wie sie besonders von LEVITT vertreten wird (vgl. STOCKER 1956). 
Levitt (1951) kommt nach Diskussion der Literatur zu dem Ergebnis: 
“It is now clear that frost, drought (i.e., desiccation), and heat resistance 
are all basically similar, and that any resistance to one of these factors 
carries with it a resistance to the others” (S. 265). Er spricht von einer 
“clearcut parallel between frost, drought, and heat tolerance or hardi- 
ness” (1958, S. 76). Fiir jahreszeitliche Resistenzschwankungen unter 
natürlichen Bedingungen wurde eine solche Parallele zwischen Aus- 
trocknungsresistenz und Frosthärte bei höheren Pflanzen z.B. von 
PisEK u. LARCHER (1954, vgl. auch PisEK 1952) nachgewiesen. Alpine 
Immergrüne und Hedera helix zeigen einen synchronen Jahresverlauf 
der Widerstandsfähigkeit ihrer Blätter gegen tiefe Temperaturen und 
gegen Trockenheit, wobei das Maximum der Resistenz während der 
Wintermonate und das Minimum im Sommer liegt. Übereinstimmung 
zwischen Hitze- und Austrocknungsresistenz tritt nach LANGE (1955) 
im jahresperiodischen Gang bei Moosen an Trockenrasenstandorten auf. 
Hier liegt das Maximum der Widerstandsfähigkeit gegen diese Ein- 
wirkungen aber im Sommer, die geringste Hitze- und Trockenresistenz 
tritt in den Wintermonaten auf. In beiden Fällen, sowohl bei den alpinen 
Immergrünen, als auch bei den Moosen entspricht die Schwankung der 
Resistenz jeweils den für die Pflanzen durch die jahreszeitliche Änderung 
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der Außenbedingungen hervorgerufenen Bedürfnissen: Am alpinen 
Standort sind für die Immergrünen Kälte- und Trockengefährdung im 
Winter am höchsten, während für die poikilohydren Moose der Meso- 
brometen der Sommer die Zeit der größten Trocken- und Hitzebean- 
spruchung darstellt. Die Resistenzverläufe sind ökologisch also durchaus 
verständlich. Im Vergleich zu diesen bisherigen Ergebnissen sollten 
nun bei beiden Pflanzengruppen auch die Jahresläufe der Resistenz 
gegen den jeweils dritten Faktor betrachtet werden — also die Hitze- 
resistenz bei Immergrünen und die Kälteresistenz an Moosen. Träfe 
die Theorie von der Parallelität der Resistenz gegen alle drei genannten 
Außeneinflüsse ohne Einschränkung zu — was von einer Reihe Autoren 
bezweifelt wird (z. B. STOCKER 1956, PISEK u. LARCHER 1954, HENKEL 
1949, vgl. auch Levirr 1956b, S. 638) — so sollte man erwarten, daß 
sich bei den Immergrünen auch ihre Hitzeresistenz wie die Kälte- und 
Austrocknungsresistenz verhält und bei den Moosen ihre Kälteresistenz 
wie die Austrocknungs- und Hitzewiderstandsfähigkeit. Das würde 
bedeuten, daß die Immergrünen im Sommer, also zur Zeit der stärksten 
Hitzebeanspruchung am empfindlichsten gegen die Einwirkung hoher 
Temperaturen wären, während die Moose gerade im Winter am empfind- 
lichsten gegen die Einwirkung tiefer Temperaturen sein müßten. Ein 
solches Verhalten würde mit den ökologischen Bedürfnissen der Pflanzen 
schwer in Einklang zu bringen sein. Die vorliegende Untersuchung soll 
zur Klärung dieses Widerspruches beitragen. Es wird der jahreszeit- 
liche Hitzeresistenzverlauf der Blätter einiger einheimischer immer- 
bzw. wintergrüner höherer Pflanzen verfolgt, deren jahreszeitliche Frost- 
härteschwankungen aus Untersuchungen von TizL (1956) bekannt sind 
und die den Befunden an alpinem Material von PISEK u. LARCHER (1954) 
entsprechen. Damit ist die Möglichkeit gegeben, hier den Jahresgang 
der Resistenz gegen hohe und gegen tiefe Temperaturen in ihren Grund- 
zügen miteinander zu vergleichen und an diesen Beispielen die Frage 
der ,,allgeraeinen Resistenz‘ und ihrer ökologischen Bedeutung für die 
Pflanzen zu diskutieren!. 


I. Versuchsmaterial und Methodik 


Versuchsmaterial. Als Versuchspflanzen wurden Arten ausgewählt, an denen TILL 
(1956) die Frostresistenz untersucht hatte. Mit Ausnahme von Asarum stammte 
alles Material aus dem Freiland des Botanischen Gartens der Universität Göttingen: 

1. Erica tetralix L., wohlentwickelte Pflanzen vom feuchten Fuße einer kaum 
beschatteten künstlich angelegten Sanddüne. 

2. Asarum europaeum L., zunächst aus dem Unterwuchs eines kleinen Buchen- 
bestandes im Botanischen Garten, dann (ab März 1958) von einem Standort am 
Westerberg nahe Geismar bei Göttingen. 


1 Entsprechende Untersuchungen sind an Moosen durch A. DIRCKSEN und an 
Farnen durch L. KarrEn im Systematisch-Geobotanischen Institut Göttingen 
zur Zeit im Gange. 
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3. Tazxus baccata L., etwa 150 Jahre alter, 11 m hoher Baum. 
4. Ilex aquifolium L., etwa 15 Jahre alter, 4,50 m hoher Baum. 


Für die Arten Taxus und Ilex verwendete TILL in den Jahren 1952—1954 die 
gleichen Exemplare als Versuchspflanzen, für Erica die gleichen Horste, die 
sich inzwischen weiter vergrößert hatten. Der Standort, an dem Trt Material 
von Asarum sammelte, liegt weniger als 10 km vom Botanischen Garten bzw. vom 
Westerberg entfernt. Alle untersuchten Arten wachsen in Göttingen innerhalb 
oder zumindest in unmittelbarer Nähe ihres natürlichen Verbreitungsareals. 


Resistenzbestimmung. Die Hitzeresistenz der Versuchspflanzen wurde über 
2 Jahre von August 1957 bis September 1959 in möglichst gleichen zeitlichen Ab- 
ständen monatlich einmal bestimmt. Dazu dienten, wie auch bei der Prüfung der 
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Abb. 1. Ausprägung von Hitzeschäden an den diesjährigen Blättern von Ilex aquifolium 
nach halbstündiger Erhitzung (am 16. 6. 60) auf 45°, 46° bzw. 47° und 4wöchiger Nachkultur 
(dunkel: braun verfärbte, abgestorbene Gewebebereiche; hell: griine, ungeschädigte Blatt- 
bezirke). Von links nach rechts zunehmende Hitzeschädigung; ganz links unbehandelte 
Parallelprobe, ganz rechts vollkommen abgetôtetes Blatt. 
(Aufnahme mit Griinfilter im Durchlicht). 


Frostresistenz allgemein üblich (z. B. ULMER 1937, Tizz 1956), abgeschnittene 
Pflanzenteile, die unmittelbar vor dem Versuch im Freiland eingesammelt wurden. 
Bei Taxus und Ilex wurden 20—30 cm lange, reich beblätterte Äste, bei Erica 
Büschel von Zweigen und bei Asarum Rhizomspitzen mit je 2 Blättern verwendet. 
Diese Sproßteile wurden nach der Standardmethode zur Prüfung der Hitzeresistenz 
(Levitt 1956a) untergetaucht in einem ständig gerührten Wasserbad (Regen- 
wasser, Temperaturkonstanz + 0,15° C) 30 min lang jeweils auf eine bestimmte 
Temperatur erhitzt (vgl. LANGE 1959, SCHWEMMLE u. LANGE 1959). Bei jeder der 
in Abständen von 1°C aufeinanderfolgenden Erhitzungen wurden 2—4 Sproß- 
stücke der einzelnen Arten verwendet. Danach wurden die Zweige in Wassergläser 
gestellt und zur Beobachtung der auftretenden Hitzeschäden im Gewächshaus bei 
diffusem Tageslicht und hoher Luftfeuchtigkeit nachkultiviert. Danach SCHWEMMLE 
u. LANGE (1959) mit tagesperiodischen Schwankungen der Hitzeresistenz gerechnet 
werden muß, wurden die Erhitzungsversuche immer zur entsprechenden Tageszeit 
und in der gleichen Reihenfolge ausgeführt. Die einzelnen Ergebnisse sind also mit- 
einander vergleichbar. 


Parallel zu den Erhitzungen der Sproßteile unmittelbar im Wasserbad wurden 
eine Reihe von Kontrollversuchen ausgeführt, bei denen die Pflanzenteile in 
Beuteln aus dünner Plastikfolie so erwärmt wurden, daß sie mit dem Wasser nicht 
in Berührung kamen. Es zeigten sich keinerlei Unterschiede in Schadensbild und 
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Ausmaß der Schädigung beim Vergleich beider Methoden. Hierdurch werden die 
früheren Befunde (vgl. LANGE 1959, LANGE u. SCHWEMMLE 1960) bestätigt, nach 
denen bei der Hitzeresistenzb g im Wasserbad die Widerstandsfähigkeit 
der Pflanzen erfaßt wird, die auch unter natürlichen Umständen im Luftraum für 
sie von Bedeutung ist. 

Die Hitzeschäden machten sich bei den einzelnen Versuchspflanzen in unter- 
schiedlicher Art und Weise bemerkbar. Bei Ilex (Abb. 1) zeigte sich eine leichte 
Schädigung zunächst meist als Verfärbung und später durch Vertrocknen und 
Absterben eines scharf umrissenen Teils der Blattränder. Mit zunehmender 
Schädigung dehnte sich dieser Bereich mehr und mehr zur Blattmitte hin aus; 
die Verfärbung wurde bei alten, ausgewachsenen Blättern schwarz-, bei jungen 
dagegen hellbraun. Bei Asarum riefen die ersten Hitzeschäden viele kleine, 
dunkle Flecke vor allem 
auf der Blattunterseite her- 70 
vor. Durch höhere Tem- % 
peraturen wurde dann der 
vordere und randliche Teil 
der Lamina abgetötet, und 
erst bei noch höherer Tem- 
peratur starben auch die 
basalen Blattabschnitte ab. 
Die Hitzeschädigung war 


hier verbunden mit einer |, 4 6 8 0 12 MI 18 20 22 24 26028 
dunkelgrün-schwarzen Ver- Tage nach der Erhitzung 


färbung der betroffenen docile aélisiss ees u ‘ 

. 2 = jo Ze reten von sic aren en an den vor- 
Blattpartien, die are jährigen Blättern von Taxus baccata nach halbstündiger 
vertrockneten und sich  Erhitzung (am 23. 6. 59) auf 49° bis 52° in Abhängigkeit 
wellig-kraus nach innen vonder Dauer der Nachkulturzeit. Ordinate: durch Ver- 
einbogen. Die alten Nadeln färbung erkennbare geschädigte Bezirke der Nadeln, 
von Teane-veitishten ail geschätzt in Prozenten der Gesamtfläche 


nach Hitzebehandlung von 

der Spitze her braun, die jungen starben gewöhnlich im ganzen ab. Die Hitze- 
schäden bei Erica traten im allgemeinen durch Ausbleichen und Gelbfärbung 
der Blättchen in Erscheinung, die dann ganze abgestorbene Sproßabschnitte 
verfärbt aussehen ließen. 

Bei den angewandten Nachkulturbedingungen verstrich gewöhnlich einige 
Zeit zwischen der Hitzebehandlung, dem ersten Sichtbarwerden und der maxima- 
len Ausprägung der Hitzeschäden. Diese traten im allgemeinen erst später in 
Erscheinung als unter Freilandbedingungen (LANGE 1959). Für einen Versuch 
an Taxus ist das in Abb. 2 gezeigt. Dargestellt sind die durch Verfärbung und 
Vertrocknen erkennbaren Schädigungen der Nadeln, wie sie im Verlauf der Zeit 
nach der Hitzebehandlung sichtbar wurden. Nach halbstündiger Erhitzung auf 
49° machen sich bei den Nadeln auch bei 4wöchiger Nachkultur keinerlei Ver- 
änderungen bemerkbar. Nach der Erhitzung auf 50° treten sichtbare Schäden 
in Form von braunen Nadelspitzen nach 19 Tagen Nachkultur in Erscheinung 
und steigen dann später bis auf 30% an. Schneller macht sich die Schädigung 
bei 51° bemerkbar. Sie erreicht hier nach 9 Tagen bereits ein Viertel der Blatt- 
fläche und steigt nach 19 Tagen auf den dann gleichbleibenden Wert von 90%. 
Bei 52° zeigt sich dagegen schon nach 4 Tagen eine braune Verfärbung von etwa 
40% der gesamten Blattfläche und nach 15 Tagen sind alle Nadeln vollkommen 
verfärbt und vertrocknet. Die Zeitspanne zwischen Erhitzung und maximaler 
Ausprägung der Hitzeschäden dauerte, ähnlich wie für die Frostschädigung 
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bekannt (ULMER 1937, Tic 1956), je nach Pflanzenart und Jahreszeit ver- 


schieden lange. 

700 > 

% 

IO Pr ey 

+ | . N 
= 

Le rum || [Toxus 

0 LY LÀ 


% #7 #8 49 50 SITS 
Erhitzungstemperotur 


Abb.3. Blattschädigung an über- 
winternden Sprossen von Ilex aqui- 
folium, Asarum europaeum, Erica 
tetralix, Taxus baccata nach halb- 
stündiger Erhitzung. Abszisse: 
Erhitzungstemperatur. Ordinate: 
geschädigte, abgestorbene Blatt- 
bezirke, geschätzt in Prozenten der 
Blattfläche. (Erhitzung am 11.2.59; 
4wöchige Nachkultur) 
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Um in jedem Falle — auch während des Winters — möglichst 


das Endstadium im Erscheinungsbild der 
direkten Hitzeschädigung zu erfassen, wur- 
den bei allen Versuchen die Sproßabschnitte 
grundsätzlich 4 Wochen lang nachkultiviert 
und dann der Grad der Hitzeschädigung 
der Blattfläche (d. h. die abgestorbenen ver- 
färbten und vertrockneten Bezirke) in Pro- 
zent der Gesamtfläche und im Vergleich mit 
nichtbehandelten Parallelproben geschätzt. 
Das Beispiel einer solchen Endprotokollierung 
ist in Abb. 3 für alle 4 Versuchspflanzen 
dargestellt. Als vergleichbares Maß für die 
Hitzeresistenz wird aus den Schädigungs- 
kurven jeweils (nötigenfalls durch Inter- 
polation) die Temperatur ermittelt, bei 
der 50% der Blattfläche geschädigt wur- 
den. Diese Temperatur wird, auf 0,5° 
genau, im folgenden Text kurz als „Höhe 
der Resistenz‘ bzw. als „Resistenzwert‘“ an- 
gegeben. 

Die Untersuchungen wurden mit Unter- 
stützung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft ausgeführt. Meiner Frau Rose LAnGE 
danke ich für ihre Mitarbeit vor allem im 
experimentellen Teil. 


II. Die Witterungsbedingungen während der Untersuchungsperiode 

Die Temperatur- und Niederschlagsverhältnisse während der Zeit der Hitze- 
resistenzbestimmungen sind in Abb. 4 dargestellt. Sie beziehen sich auf Mes- 
sungen der Wetterwarte Göttingen, die nur etwa 3km vom Standort der Ver- 
suchspflanzen entfernt liegt, so daß die Werte im wesentlichen übertragen 
werden dürfen. Die Untersuchungsperiode umfaßte Jahre recht verschiedenen 
Witterungscharakters. Das kommt vor allem in den Niederschlagsverhältnissen 
zum Ausdruck: Im Jahre 1958 fiel mehr als doppelt so viel Regen wie 1959, so 
daß 1958 als anomal naß, 1959 aber als außerordentlich trockenes Jahr zu 
bezeichnen ist. Diese Unterschiede prägten sich vor allem während der Sommer- 
monate aus, aber auch in der Dauer der Schneebedeckung im Winter (vgl. hierzu 
Tabelle 1, in der die wichtigsten Klimadaten für die Jahre 1957, 1958, 1959 
und die langjährigen Mittelwerte für Göttingen zusammengestellt sind). Der 
Sommer 1959 war mit einem Lufttemperaturmaximum von 35°, 52 ,,Sommer- 
tagen‘! und 6 „heißen Tagen‘‘t bedeutend wärmer und sonniger als der Sommer 
1958 mit maximal 29°, nur 23 „Sommertagen‘‘ und keinem einzigen „heißen 
Tag“. Ebenso war das Frühjahr 1959 wärmer und bedeutend trockener als das 
ausgesprochen feuchte Frühjahr 1958. Die Temperaturbedingungen im Herbst 
und Winter 1957/58 und 1958/59 wichen weniger stark voneinander ab. Immerhin 
lag das Temperaturminimum im Spätherbst 1957 bei —23°, während im Winter- 
halbjahr 1958/59 nur Werte bis —15° auftraten. 

Bei der Auswertung der Hitzeresistenz-Messungen besteht also über die 
Betrachtung der allgemeinen Verhältnisse beim Jahresgang der Widerstands- 


1 Vgl. die Erklärung in Tabelle 1. 
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Tabelle 1. Klimadaten für die Jahre 1957, 1958, 1959 und die entsprechenden 
langjährigen Durchschnittswerte der Wetterwarte Göttingen 
Temperaturmessung in 2m Höhe über dem Boden. Heißer Tag: Maximum 
mindestens 30°; Sommertag: Maximum mindestens 25°; Eistag: Maximum unter 0°; 
Frosttag: Minimum unter 0°. 











Zahl Mittlere 
Jahres- Fr Tiefste + der Zahl —_ ow pere 
nieder- Tempe- Tempe-| Jeißen | Som- der Frost- mit rn 
schlag ei ratur | Tage tas istage) tage er dauer 
mm Cc °C Std 
1957. . . | 690 35 | —23 8 24 9 74 16 4,4 
1958. . . | 857 29 | —16 0 . 23 10 81 41 3,9 
1959. . . | 392 35 | —15 6 52 9 97 20 5,4 
Langjährige 
Durch- 
schnitts- 
werte . . | 604 — = 5 29 20 83 43 4,0 





























fähigkeit hinaus die Möglichkeit, den Resistenzverlauf der Versuchspflanzen zu 
entsprechenden Jahreszeiten in 2 Jahren sehr unterschiedlicher Witterungs- 
bedingungen miteinander zu vergleichen. 


III. Untersuchungsergebnisse 
1. Erica tetralix 

Die auffallendsten und größten Schwankungen der Hitzeresistenz 
während des Jahreslaufes treten bei dem immergrünen Zwergstrauch 
Erica tetralix auf (Abb.4). Zu Beginn der Untersuchungsperiode, im 
August 1957, ist die Widerstandsfähigkeit der Blätter diesjähriger 
Triebe zunächst gering, bereits bei 45,5° (halbstündige Einwirkungszeit) 
tritt 50%ige Schädigung auf. Die Resistenz steigt dann aber mit ab- 
nehmenden Standortstemperaturen (vgl. die Klimadaten in Abb. 4) im 
Herbst und Winter steil an und erreicht im Januar mit einem Wert von 
50,5° ein Maximum. Besonders hohe Hitzeresistenz besitzt Erica also 
während der kältesten Wintermonate Dezember bis Anfang Februar. 
Im weiteren Verlauf sinkt die Widerstandsfähigkeit wieder ab und liegt 
Anfang März und Anfang April nur noch bei 47,5° bzw. 46,5°. Ein 
erneuter Kälteeinbruch im März, der die Lufttemperatur wieder bis auf 
— 13° avsinken läßt, macht sich in der Resistenz nicht bemerkbar. Sie 
erreicht Anfang Mai einen Tiefstwert von 45°. Anschließend steigt sie 
im Frühjahr und Sommer 1958 aber wieder an: Im August besitzen 
die Blätter vom Jahrgang 1957 einen Hitzeresistenzwert von 49°. Ihre 
Vegetationsperiode ist jetzt abgeschlossen, sie werden an der Pflanze 
braun und fallen ab. Inzwischen sind im Frühjahr 1958 die neuen 
Sprosse ausgetrieben. Die Resistenz der jungen Blätter ist zur gleichen 
Zeit niedriger als die der vorjährigen. Beim Altern steigt ihre Wider- 
standsfähigkeit aber an und erreicht zu Anfang des Herbstes 1958 eine 

Planta, Bd. 56 44 
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Hôhe, die der der Blätter vom vorigen Jahrgang im Herbst 1957 ent- 
spricht. Von nun an stimmen die Resistenzkurven in den beiden Jahren 
im Prinzip ihres Verlaufes weitgehend überein. Im Winter 1958/59 
liegt das Resistenzmaximum etwas später — so wie auch die Zeit der 
kältesten Standortstemperaturen. Ab März erfolgt der Abfall der 
Widerstandsfähigkeit bis zu einem Tiefstwert von 44°. Der erneute 
Frühjahrsanstieg setzt dann aber bedeutend eher und steiler ein als im 
Vorjahr; und die Blätter vom Jahre 1958 erreichen Ende Juni einen 
Sommergipfel ihrer Resistenz, dessen Höhe dem Wert der Widerstands- 
fähigkeit zur Zeit des Wintermaximums entspricht. Um die Blätter vom 
Jahrgang 1958 noch länger am Leben zu erhalten, wurden ab Juni 1959 
bei einem Teil der Versuchspflanzen die jungen Triebe sofort nach dem 
Austreiben ausgekniffen. Die alten Blätter, die bei diesen Exemplaren 
dann ihr aktives Leben fortsetzten, zeigen im Laufe des Sommers bis 
in den Herbst hinein ein Absinken der Widerstandsfähigkeit. Bei den 
jungen, diesjährigen Blättern unbehandelter Pflanzen steigt die Hitze- 
resistenz im Frühjahr und Frühsommer 1959 — ähnlich wie im Vor- 
jahr — an. Der Anstieg erfolgt aber ungleich rascher, und es kommt 
bereits Ende Juli 1959 auch bei den diesjährigen Blättern zur Ausbildung 
eines Sommermaximums mit einer Höhe von 49°. Im weiteren Verlauf 
sinkt die Resistenzkurve der diesjährigen Blätter im Spätsommer 1959 
wieder leicht ab, was in Übereinstimmung mit der niedrigen Wider- 
standsfähigkeit von Erica zu Beginn der Untersuchungsperiode im Spät- 
sommer und Herbst 1957 steht. Der bedeutend schnellere Anstieg der 
Widerstandsfähigkeit sowohl der dies- als auch der vorjährigen Blätter 
im Frühjahr und Sommer 1959 (gegenüber 1958) und die Ausbildung 
eines Sommerresistenzgipfels auch bereits bei diesjährigen Blättern ist 
offensichtlich Ausdruck der wärmeren und trockneren Standorts- 
bedingungen im Sommer dieses Jahres. 


Als wesentlich für den Jahreslauf der Hitzeresistenz von Erica ergibt 
sich also der zweimalige Anstieg der Widerstandsfähigkeit mit einem 
Winter- und einem Sommermaximum, die beide durch einen ausge- 
sprochenen Tiefstwert im Frühling voneinander getrennt sind. Am 
deutlichsten sind die Höchstwerte der Resistenz einer Blattgeneration 
im ersten Winter nach dem Austreiben und dem darauffolgenden Sommer 
ausgeprägt. Im trocken-warmen Sommer 1959 zeigten aber auch schon 
die diesjährigen Blätter einen — wenn auch nicht so stark hervor- 


Abb. 4. Oben: Hitzeresistenz von Erica tetralix, Asarum europaeum, Taxus baccata und 
Ilex aquifolium im Jahreslauf von August 1957 bis September 1959; angegeben ist jeweils 
die Temperatur, durch die die Blätter der Pflanzen bei halbstündiger Einwirkungszeit zur 
Hälfte geschädigt wurden (,,Resistenzwert‘). Blätter vom Jahrgang 1957: x ------- 
1958: 0 — 0, 1959: o------------ o. Unten: Witterungsbedingungen während der Unter- 
suchungsperiode nach den Angaben der Wetterwarte Göttingen: Dekadensummen des 
Niederschlages, Dekadenmittel und -extremwerte der Lufttemperatur in 2m Höhe 


44* 











674 O. L. LANGE: 


tretenden — Resistenzgipfel. Unter diesen Umständen durchläuft ein 
Blatt bei natürlichen Bedingungen während seines Lebens also folgende 
Resistenzphasen: 1. nach dem Austreiben ein Anstieg der Widerstands- 
fähigkeit bis zu einem + ausgeprägten Gipfel im ersten Sommer, 
2. ein + scharfes Minimum im Spätsommer oder Herbst, 3. ein Winter- 
maximum, 4. ein Frühjahrsminimum und 5. ein erneuter Anstieg der 
Resistenz bis zum natürlichen Ende der Vegetationsperiode des Blattes 
im zweiten Sommer. 


2. Asarum europaeum 


Die frisch ausgetriebenen, noch nicht voll ausgewachsenen Blätter 
der wintergrünen krautigen Waldbodenpflanze Asarum europaeum 
besitzen zu Anfang des Frühjahrs 1958 (Abb. 4, ausgezogene Kurve) 
einen recht niedrigen Resistenzwert von 44,50. Ihre Widerstands- 
fähigkeit steigt während des weiteren Jahresverlaufes im Frühling und 
Sommer erst langsam an, bleibt von Anfang August bis Anfang Novem- 
ber auf etwa gleichbleibender Höhe! und nimmt dann in der zweiten 
Herbsthälfte rascher zu, bis zu einem Maximalwert von 49° im Januar 
1959. Anschließend sinkt die Hitzeresistenz wieder ab, und Mitte März 
werden die Blätter, die jetzt ihre Vegetationsperiode beendet haben, 
bereits bei Temperaturen unter 46° zu 50% geschädigt. Dieser ein- 
gipfelige Verlauf der Resistenzkurve mit nur einem Wintermaximum 
scheint aber nicht für alle Jahre bezeichnend zu sein. Im trocken- 
warmen Frühjahr und Sommer 1959 nimmt die Widerstandsfähigkeit 
der Asarum-Blätter des nächsten Jahrganges am gleichen Standort 
bedeutend rascher und mehr zu als im Vorjahr. In den Monaten Juli und 
August 1959 kommt es zur Ausbildung eines Sommergipfels der Resistenz 
mit einer Höhe von 48,5°. Das Resistenzmaximum fällt mit den Monaten 
der höchsten Standortstemperaturen und der wirksamsten Sommer- 
trockenheit zusammen. In dieser Zeit leiden die Pflanzen an ihrem 
Standort erheblich unter Wassermangel: Ihre Blätter sind gewelkt und 
vereinzelt sogar vollkommen vertrocknet. Dabei wird die erhöhte Hitze- 
resistenz der Asarum-Blätter zu dieser Zeit aber sicher nicht unmittelbar 
durch ihren augenblicklich geringen Wassergehalt bedingt, sondern sie 
muß tiefergehende Ursachen haben. Pflanzenteile, die nach künstlicher 
Aufsättigung durch Einstellen in Wasser wieder vollkommen turgeszent 
waren, zeigten nämlich keine wesentlich niedrigere Hitzewiderstands- 
fähigkeit als vorher im gewelkten Zustand. — Im Laufe des Septembers 
1959 nimmt die Widerstandsfähigkeit von Asarum wieder ab. Offen- 
sichtlich kommt es in diesem Jahr und in den entsprechenden Jahren, 
deren Sommer nicht so kühl und feucht sind wie der Sommer 1958, zur 





1 Anfang Oktober macht sich eine geringe, aber wohl nicht gesicherte De- 
pression bemerkbar. 
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Ausbildung eines Resistenzminimums zu Beginn des Herbstes. Hierauf 
weisen auch die niedrigen Resistenzwerte im August und Oktober 1957 
zu Anfang der Meßperiode an Material aus dem Botanischen Garten hin. 

Wie man aus diesen Ergebnissen ersieht, können die wintergrünen 
Blätter von Asarum in ihrem Lebenszyklus zwei Resistenzmaxima durch- 
laufen — eines im Sommer und eines im Winter — mit einer dazwischen- 
liegenden hitzeempfindlicheren Phase im Herbst. Der Resistenzanstieg 
im Sommer braucht aber — wie das der Verlauf der Resistenzkurve im 
kühl-feuchten Jahre 1958 zu erkennen gibt — nicht immer deutlich in 
Erscheinung zu treten. Hierin ergeben sich auffallende Parallelen zum 
Resistenzverhalten von Erica. 


3. Taxus baccata 

Geringer als bei den beiden vorausgegangenen Arten sind die Hitze- 
resistenzschwankungen ausgewachsener Nadeln von Taxus baccata 
(Abb. 4). Trotzdem ist aber auch hier das gleiche Prinzip im Jahres- 
verlauf der Widerstandsfähigkeit erkennbar wie bei Erica. Die Nadeln 
vom Jahrgang 1957 zeigen im Winter 1957/58 zunächst nur einen 
leichten Resistenzanstieg und ein nur schwach erkennbares Frühjahrs- 
minimum ihrer Widerstandsfähigkeit. Im Sommer 1958 steigt dann aber 
die Resistenz der nun einjährigen Nadeln zu einem ausgeprägten Sommer- 
maximum an. Es folgen ein Herbstminimum, ein Wintermaximum 
(1958/59) und ein Minimum im Vorfrühling 1959, nach dem dann die 
zweimal überwinterten Nadeln ihren natürlichen Vegetationszyklus ab- 
schließen. Die jung austreibenden Nadeln sowohl des Jahrgangs 1958 
als auch die von 1959 sind im Frühjahr zunächst noch sehr hitzeempfind- 
lich. Mit der Ausreifung ist aber ein steiler Resistenzanstieg verbunden, 
der in beiden Jahren zu einem Sommermaximum führt. Ähnlich wie 
bei der vorigen Nadelgeneration zeigt sich bei den Nadeln vom Jahr- 
gang 1958 der Gipfel ihrer Resistenz im ersten Winter (1958/59) ihres 
Lebenszyklus nicht sehr ausgeprägt, um so deutlicher ist aber der Resi- 
stenzanstieg im darauffolgenden Sommer 1959. 


4. Ilex aquifolium 

Bedeutend unregelmäßiger erscheinen die Resistenzschwankungen 
der Blätter von Ilex aquifolium (Abb. 4). Eine Parallelisierung mit dem 
Verhalten der übrigen Arten ist nur bedingt möglich. Der Grund hierfür 
mag darin zu suchen sein, daß die Amplitude der Schwankungen über- 
haupt sehr gering ist und dadurch eine Differenzierung erschwert wird. 
Die Höhe der Widerstandsfähigkeit ändert sich von August 1957 bis 
Februar 1959 bei den ausgewachsenen Blättern von J/ex nur innerhalb 
eines Bereiches von 2°. Lediglich der März und der Juni 1959 sind dann 
durch einen besonders tiefen bzw. hohen Resistenzwert ausgezeichnet. 
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Besonders deutlich tritt bei Zlex die Abhängigkeit der Resistenz 
vom Blattalter bei jungen, noch nicht ausgewachsenen Blättern im 
Frühling und Frühsommer in Erscheinung. Grundsätzlich waren 
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Abb.5. Hitzeschädigung verschieden alter 
Blätter von Ilex aquifolium bei halbstündiger 
Erhitzung (am 23. 6. 59) auf 46° bzw. 48° und 
4wöchiger Nachkulturzeit. Abszisse: Inser- 
tionshöhe des Blattes am Sproß (Zählung von 
oben nach unten; Blatt Nr. 1: oberstes, von 
der Gipfelknospe getrenntes, etwa 4 mm großes 
Blatt, Nr. 11: oberstes vorjähriges Blatt). 
Ordinate: hädigter, abgestorbener Bezirk 

in Prozent der gesamten Blattfläche 





hier die jüngsten Blätter am 
empfindlichsten, und ihre Wider- 
standsfähigkeit nahm an den 
Sprossen mit abnehmender In- 
sertionshöhe, also mit zunehmen- 
dem Blattalter erheblich zu!. 
Ende Juni 1958 zeigen das 
die Schädigungskurven einiger 
Temperaturstufen in Abb. 5. 
Ein ähnlicher, gleichsinniger Re- 
sistenzgradient von den jungen 
zu den älteren Blättern trat — 
wenn auch nicht so ausgeprägt — 
auch bei Taxus und Erica auf. 
Diese Arten verhalten sich darin 
also anders als Kalanchoë bloß- 
feldiana, bei der sich ein Maxi- 
mum der Hitzeempfindlichkeit in 
einem ganz bestimmten Wirtel- 
bereich nachweisen ließ (LANGE 
u. SCHWEMMLE 1960). 


IV. Vergleich des jährlichen Verlaufs von Hitze- und Kälteresistenz 

Von den zu den Hitzeresistenzuntersuchungen verwendeten Ver- 
suchsarten liegen eingehende Frosthärtebestimmungen durch TILL 
(1956) vor, die in den Jahren 1952—1954 im Göttinger Institut durch- 
geführt wurden, zum Teil an den gleichen Individuen (vgl. S. 668). Es 
ist also möglich, zumindest die grundsätzlichen Tatsachen im Jahres- 
verlauf von Hitze- und Kälteresistenz der untersuchten Arten mitein- 
ander zu vergleichen, wenn auch eine bis in die Einzelheiten gehende 
Parallelisierung wegen des zeitlichen Abstandes der Untersuchungen 
nicht durchgeführt werden kann. 

In vereinfachter Form ist in Tabelle 2 die Frosthärte? der unter- 
suchten Objekte in den Jahren 1952/53 bzw. 1953/54 nach den 








ı Für den Resistenzvergleich im Jahreslauf (Abb. 4) wurden die jungen, 
diesjährigen Blätter erst berücksichtigt, nachdem sie mindestens eine Länge 
von 3cm erreicht hatten. Der Schädigungsgrad der Einzelblätter wurde, wie 
auch in allen anderen Fällen, gemittelt. 

2 Unter Frosthärte ist die Temperatur verstanden, bei der nach 2stündiger 
Einwirkungszeit 15—20% der untersuchten Pflanzenteile sichtbare Schäden 
zeigen (vgl. Tırı 1956). 
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Ergebnissen von TILL wiedergegeben. 
Wie auch alle anderen von TILL unter- 
suchten winter- bzw. immergrünen 
Arten zeigen Erica, Asarum und 
Ilex übereinstimmend ein einziges 
Maximum ihrer Widerstandsfähigkeit 
gegen tiefe Temperaturen während 
der kalten und ein Minimum während 
der warmen Jahreszeit (von Taxus 
liegt kein vollständig untersuchter 
Jahreszyklus vor, die vorhandenen 
Werte weisen aber auch hier auf : 
ein ähnliches Verhalten hin). Ent- 
sprechende Kälteresistenzschwankun- 
gen wurden bei den verschiedensten 
Arten des gemäßigten Klimabereiches 
immer wieder beobachtet (ULMER 
1937, Pısek u. ScHıessL 1947, PıseX 
u. LARCHER 1954, LARCHER 1954, 
TRANQUILLINI 1958 u. a.). Dazu steht 
der jährliche Verlauf der Hitze- 
resistenz der untersuchten Arten in 
starkem Gegensatz. Wie besonders 
deutlich bei Erica erkennbar wird, 
sind zwar ihre Blätter im Spätherbst 
und Winter übereinstimmend sowohl 
durch hohe Kälte- als auch durch 
hohe Hitzeresistenz ausgezeichnet. 
Auch im späten Frühjahr und im 
Sommer besitzen besonders die vor- 
jährigen Triebe maximale Wider- 
standsfähigkeit gegen hohe Tempera- 
turen, während aber ihre Frosthärte 
zu dieser Zeit nach den Erfahrungen 
von TILL minimal ist. Die Minima 
der Hitzeresistenz fallen dabei zeitlich 
etwa mit dem herbstlichen Anstieg 
der Frosthärte und mit ihrem Abfall 
im Frühjahr zusammen. Im Prinzip 
entsprechend scheinen die Verhältnisse 
bei Taxus und zumindest in Jahren 
mit heiß-trockenen Sommern auch bei 
Asarum zu liegen, unübersichtlicher 
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nach den Untersuchungen von Tırı! 


Angegeben ist für jeden Monat jeweils der tiefste gefundene Wert 
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1 Werte für Erica und Asarum nach Tri (1956), die Angaben über Taxus und Ilex stellte mir Herr Dr. O. Tırı freundlicherweise 
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aus seinem unveröffentlichten Material zur Verfügung. 
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europaeum . 
Taxus baccata 


Tabelle 2. Frosthärte (in °C, vgl. Fußnote 8. 676) der Blätter von Erica tetralix (März 1952 bis Mai 1953), Asarum europaeum (April 


1952 bis März 1953), Taxus baccata (Oktober 1953 bis Mai 1954), Ilex aquifolium (März 1952 bis Mai 1953) im Bereich von Göttingen 
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sind sie bei /lex. Von einer durchgehenden Parallele im jährlichen 
Verlauf der Widerstandsfähigkeit gegen hohe und tiefe Temperaturen 
kann aber in keinem Fall die Rede sein. 


Y. Diskussion 

Literatur!: Einige Hinweise auf das Vorhandensein jahreszeitlicher Unter- 
schiede in der Hitzeresistenz von Pflanzen unter natürlichen Verhältnissen 
finden sich in der älteren Literatur z. B. bei ILLERT (1924) und SAPPER (1935). 
Nach ILLERT zeigt sich bei Oxalis acetosella, „daß die Wärmeresistenz im Früh- 
jahr und Sommer kaum Unterschiede aufweist, dagegen im Spätherbst bedeu- 
tend ansteigt“. SAPPER gibt an, daß bei Sprossen von Prunus laurocerasus, 
Hedera helix und Linaria cymbalaria die Hitzewiderstandsfähigkeit unmittelbar 
nach einer Frostperiode deutlich höher ist als nach einer längeren Periode warmen 
und regnerischen Wetters. Bei diesen Angaben handelt es sich aber jeweils nur 
um Einzelbestimmungen, die sich kaum mit den eigenen Ergebnissen vergleichen 
lassen. 

Eingehendere Untersuchungen über jahreszeitliche Hitzeresistenzschwan- 
kungen, die zum Teil gleichzeitig mit den eigenen Bestimmungen vorgenommen 
wurden, liegen dagegen aus neuester Zeit von russischer Seite vor. Sie wurden 
von ALEXANDROW, LUTOVA u. FELDMANN (1959) an den drei Gräsern Dactylis 
glomerata, Elymus arenarius, Elymus angustus und an Hepatica nobilis in Lenin- 
grad ausgeführt. Zur Bestimmung der Hitzeresistenz wurden hier von Freiland- 
exemplaren der Pflanzen Blattstücke entnommen, mit Wasser infiltriert und 
für 5 min im Wasserbad erhitzt. Hitzeschädigung wurde durch Erlöschen der 
Plasmabewegung in den Zellen der Blattepidermis erkannt. Parallel hierzu 
wurde von ALEXANDROW u. Mitarb. die Resistenz des Blattgewebes gegen tiefe 
Temperaturen, gegen hohen hydrostatischen Druck und gegen Äthylalkohol 
verfolgt. — Während die ausgewachsenen Blätter von Hepatica nobilis nur 
unwesentliche Schwankungen zeigten, wiesen die Grasarten übereinstimmend 
einen eingipfeligen Jahresverlauf ihrer Hitzeresistenz auf, wobei der Gipfel der 
Widerstandsfähigkeit während der kältesten Jahreszeit im Winter auftrat. 
Nahezu synchron dazu verlief die Resistenz der Pflanzen auch gegen die übrigen 
schädigenden Einflüsse, insbesondere ihre Frosthärte. 


Die höheren Pflanzen des gemäßigten Klimabereiches durchlaufen 
einen jahreszeitlichen Aktivitätswechsel zwischen einer sommerlichen 
aktiven Phase und einer winterlichen Ruheperiode, der zumindest teil- 
weise endogener Natur ist (BüNNING 1956). Dieser Wechsel kann sich 
nach BÜNNING in Veränderungen des Wassergehaltes und des osmotischen 
Wertes der Zellen, in Plasmazustandsänderungen, in chemischen Ver- 
änderungen der Plasmaeiweiße, in Schwankungen der Fermentaktivität 
‘usw. bemerkbar machen. Außerdem ist der jährliche Aktivitätswechsel 
mit Resistenzschwankungen verbunden, und eine erhöhte Widerstands- 
fähigkeit der Pflanzen stellt einen wesentlichen Ausdruck der Ruhe- 
periode während der kalten Jahreszeit dar. Für immergrüne Arten 
wurde das an ihrer großen winterlichen Frosthärte vielfach gezeigt und 
von Pisek u. LARCHER (1954) auch an der hohen Trockenresistenz 





1 Ausführliche Literaturzusammenfassungen zur Hitzeresistenz der Pflanzen 
vgl. Levitt (1956a, b, 1958), PRECHT, CHRISTOPHERSEN u. HENSEL 1955. 
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während der Wintermonate nachgewiesen. In dieses Bild fügt sich nun, 
in Übereinstimmung mit der Levittschen Ansicht über die Parallelität 
der Resistenz gegen die verschiedenen Außeneinflüsse, die im Winter 
auch erhöhte Hitzeresistenz von Erica tetralix, Asarum europaeum und 
Taxus baccata und der von ALEXANDROW u. Mitarb. (1959) untersuchten 
Gräser gut ein. Es handelt sich hier offensichtlich wirklich um eine 
unspezifische, allgemeine Resistenzerhöhung im Zusammenhang mit 
dem jährlichen Aktivitätswechsel der Pflanzen, die durch die winterlich 
tiefen Temperaturen gesteuert wird. Von ihr können nicht nur Kälte-, 
Trocken- und Hitzeresistenz betroffen werden, sondern nach ALEXAN- 
DROW u. Mitarb. auch die Widerstandsfähigkeit der Pflanzen gegen hohen 
hydrostatischen Druck und gegen Alkohol. Die gleichzeitige und gleich- 
sinnige Erhöhung der Widerstandsfähigkeit gegen die einzelnen Außen- 
einflüsse weist dabei darauf hin, daß den verschiedenen Arten pflanz- 
licher Resistenz eine gemeinsame plasmatische Komponente zugrunde 
liegen kann. Für das Verhalten während der winterlichen Ruheperiode 
bestätigen die eigenen Ergebnisse also durchaus die Vorstellungen 
Levirts. Nicht gilt das aber für die sommerlichen Verhältnisse. Hier 
machen die Ergebnisse an Erica und Asarum (und wohl auch an Taxus) 
die Annahme eines anderen Reaktionssystems im pflanzlichen Plasma 
notwendig, das die sommerliche Erhöhung der Hitzeresistenz unab- 
hängig von der Kälteresistenz (und auch eventuell der Trockenresistenz) 
bewirkt. Dieser Anstieg der Widerstandsfähigkeit gegen hohe Tempera- 
turen stellt wahrscheinlich eine spezifische, direkte Resistenzadaptation 
an die sommerlich höhere Umgebungstemperatur der Pflanzen dar. 
Gestützt wird diese Annahme durch die Tatsache, daß die Höhe des 
Hitzeresistenzmaximums bei den beiden Arten Asarum und Erica im 
Sommer stark von den jeweiligen Witterungsbedingungen abhing: Im 
kalt-feuchten Sommer 1958 zeigten die Blätter von Asarum und vor allem 
die diesjährigen Triebe von Erica nur einen schwachen oder gar keinen 
Anstieg ihrer Hitzeresistenz, im darauffolgenden warm-trocknen Sommer 
1959 machte er sich dagegen deutlich bemerkbar!. Eine Entscheidung 
darüber, ob die plasmatische Ursache für den unspezifischen, im Zuge 
der allgemeinen Resistenzerhöhung ,,mitgeschleppten“ Hitzeresistenz- 
anstieg im Winter und den spezifischen, offenbar adaptativ bedingten 
Gipfel der Widerstandsfähigkeit im Sommer bei den untersuchten Arten 
die gleiche ist oder nicht, kann nach den bisher vorliegenden Unter- 
suchungen noch nicht getroffen werden. Wahrscheinlich wird sich aber 





1 Entgegen den Angaben von Sapper (1935) ließ sich in noch unveröffent- 
lichten Untersuchungen an Commelina africana und Phoenix dactylifera die 
Möglichkeit einer Resistenzadaptation bei Kultur unter erhöhten Temperatur- 
bedingungen experimentell nachweisen und an mediterranen Arten in Spanien 
an Standorten verschiedener Höhenlage auch im Freiland wahrscheinlich machen 
(vgl. auch ALEXANDROW u. FELDMANN 1958, CHRISTOPHERSEN u. PRECHT 1953). 
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wohl die Annahme zweier verschiedener innerer Komponenten als not- 
wendig erweisen. Für die nichtspezifische, allgemeine Resistenzerhöhung 
während der winterlichen Ruheperiode könnte mit Levırr (1956a, 
1958), ALEXANDROW u. Mitarb. (1959) u. a. dann eine allgemeine Stabili- 
sierung der Plasmaeiweiße verantwortlich gemacht werden. Zur 
Erklärung des spezifischen Sommergipfels der Resistenz, der bezeichnen- 
derweise mit der Phase aktiven Stoffwechsels im Jahreslauf der Pflanze 
zusammenfällt, könnte man an eine erhöhte Fähigkeit der Zellen zur 
Resynthese der durch Erhitzung denaturierten Eiweiße denken, wie sie 
z. B. von ALLEN (1950) bei thermophilen Bakterien diskutiert wird und 
auch von Levırr (1956a, b) und ALEXANDROW (1956) als Möglichkeit 
in Betracht gezogen wird. Für diese Annahme fehlen freilich bisher 
direkte experimentelle Beweise. 

Die eigenen Ergebnisse, insbesondere das Sommermaximum der Hitze- 
resistenz, stimmen nicht mit den Befunden von ALEXANDROW u. Mitarb. (1959) 
an Gräsern überein. Die Epidermiszellen der Blätter besaßen hier während des 
Sommers bedeutend geringere Resistenz als im Winter. Es mag sein, daß die 
unterschiedlichen Methoden für diese Unstimmigkeit verantwortlich gemacht 
werden können. Es wird aber auch zu prüfen sein, ob die Gramineen sich viel- 
leicht grundsätzlich anders verhalten als die eigenen Versuchspflanzen oder ob 
die speziellen klimatischen Verhältnisse als Grund dafür anzunehmen sind, daß 
sich bei den sorgfältigen Untersuchungen von ALEXANDROW u. Mitarb. kein 
adaptativer Sommergipfel der Hitzeresistenz zeigte. 

Für die Existenz der Pflanzen an ihren natürlichen Standorten 
kommt dem winterlichen Anstieg der Hitzeresistenz gewiß keine un- 
mittelbare Bedeutung zu. Wichtig kann für sie aber die Hitzehärtung 
in den Sommermonaten werden, die bei ausgewachsenen Trieben von 
Erica z.B. einen Anstieg des Resistenzwertes um 6,5° bewirkte. Be- 
stünde diese Möglichkeit zur sommerlichen Resistenzerhöhung nicht, 
so müßten die Blätter von Erica auch während der heißesten Sommer- 
monate die niedrige Widerstandsfähigkeit des Frühjahrs behalten, sie 
würden also — am Beispiel des Jahres 1959 — bei halbstündiger 
Erhitzung auf 44° zur Hälfte, auf 42° zu etwa 20% geschädigt werden. 
Eine solche niedrige sommerliche Resistenz könnte an zeitweise heißen 
Standorten (z. B. Hochmooren) für die Pflanze auch unter mittel- 
europäischen Klimaverhältnissen, wo mit Blattemperaturen bis 50° in 
Extremfällen zu rechnen ist, verhängnisvoll werden. Die ökologische 
Bedeutung der sommerlichen, spezifischen Resistenzsteigerung liegt 
somit auf der Hand, sie wird durch Untersuchungen an anderen Arten 
vor allem xerothermer Standorte weiter erhärtet werden müssen. 


Zusammenfassung 
Zwei Jahre hindurch wurde an Blättern der Freilandpflanzen Erica 
tetralix, Asarum europaeum, Taxus baccata und Ilex aquifolium der 
Verlauf der Hitzeresistenz durch monatliche Bestimmungen verfolgt. 
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Dabei zeigten sich zum Teil auffällige jahresperiodische Schwankungen 
der Empfindlichkeit gegen die Einwirkung hoher Temperaturen. 

1. Die größten jahreszeitlichen Unterschiede in der Widerstands- 
fähigkeit ließen sich bei Erica nachweisen. Hier können die Blätter 
in ihrem Lebenszyklus nacheinander folgende Resistenzphasen durch- 
laufen: 1. beginnt nach dem Austreiben im Frühjahr ein Anstieg der 
Widerstandsfähigkeit, der zu einem + ausgeprägten Gipfel der Hitze- 
resistenz im ersten Sommer führen kann (1959 gut ausgebildet, 1958 nicht 
erkennbar); dann folgt 2. unter Umständen (vgl. 1959) ein Absinken der 
Resistenz im Spätsommer oder Herbst. Anschließend findet aber 3. ein 
weiterer Anstieg der Widerstandsfähigkeit und die Ausbildung eines 
Wintermaximums statt. 4. folgt ein steiler Resistenzabfall, die Aus- 
bildung eines Frühjahrsminimums und 5. ein nochmaliger Anstieg der 
Widerstandsfähigkeit bis zum natürlichen Ende der Vegetationsperiode 
der Blätter im zweiten Sommer. Nicht nur bei den diesjährigen, sondern 
auch bei den vorjährigen Trieben trat die sommerliche Resistenzerhöhung 
im heiß-trockenen Sommer 1959 deutlicher in Erscheinung als im kühl- 
feuchten Jahr 1958. 

Bei den immergrünen Nadeln von Taxus war die Schwankungs- 
amplitude der Hitzeresistenz geringer, die Höchstwerte lagen hier aber 
ebenfalls sowohl im Sommer als auch im Winter. Auch die wintergrünen 
Blätter von Asarum können (zumindest in Jahren mit warm-trockenen 
sommerlichen Witterungsbedingungen) während ihres einjährigen Lebens- 
zyklusoffenbar zwei Resistenzmaxima durchlaufen, nämlich eines während 
der wärmsten und eines während der kältesten Jahreszeit; dazwischen 
befindet sich im Herbst eine hitzeempfindlichere Phase. Unübersicht- 
lich war dagegen das Resistenzverhalten von Ilex. 


Bei allen untersuchten Arten — am auffälligsten bei Zlex — war 
die Hitzewiderstandsfähigkeit der jungen Blätter auffallend geringer 
als die der älteren. 

2. Der jahreszeitliche Verlauf der Hitzeresistenz wurde mit der 
Frosthärte der Pflanzen verglichen, die an den gleichen Arten (zum Teil 
an denselben Exemplaren) von Tırı (1956) in den Jahren 1952—1954 
in Göttingen untersucht worden war. Danach besteht offensichtlich 
keine durchgehende Parallele im Jahresgang der Resistenz gegen hohe 
und gegen tiefe Temperaturen. Der Winter ist bei Erica, Asarum und 
Taxus durch deutliche Gipfel von Kälte- und Hitzeresistenz ausgezeich- 
net, was für die Erhöhung einer „allgemeinen Resistenz‘‘ im Zuge des 
jahresperiodischen Aktivitätswechsels der Pflanzen spricht. Der som- 
merliche Anstieg der Hitzewiderstandsfähigkeit geschieht aber unab- 
hängig von der Kälteresistenz und kann vielleicht als spezifische Resi- 
stenzadaptation an die höheren Standortstemperaturen der Pflanzen 
im Sommer gedeutet werden. 
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3. Die sommerliche Hitzeresistenz-Erhöhung kann (im Gegensatz 
zum Wintergipfel) wohl fiir die Existenz der Pflanzen an ihren natiir- 
lichen Standorten von Bedeutung werden. 
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OF LEMNA PERPUSILLA 6746 
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1. Introduction 

In general, the flowering of short day plants is inhibited by brief 
exposures to low intensity red light (540—695 my) near the middle 
of the daily dark period, and this inhibition is reversible by subsequent 
exposure to far-red light (695—800 mu). However, the inhibition of 
flowering by red light in Lemna perpusilla, a short day plant, is not 
reversible by far-red light (H1LLMAN 1959a). Nakayama (1958) observed 
a similar situation in the short day plant Pharbitis nil. He also noted 
that far-red light by itself was inhibitory, and this effect was reversible 
by red light. The present study of the responses of L. perpusilla to red 
and far-red light revealed the existence in this plant of the same rever- 
sible inhibition of flowering by far-red light. 


2. Material and Methods 


Lemna perpusilla strain 6746, kindly supplied by Dr. W. S. HILLMAN (Yale 
Univ.), was grown in aseptic culture. The experimental techniques employed were 
essentially those of HiLLMAN (1959a). All cultures were grown in HUTNERs medium 
(HurxER 1953) containing 1% sucrose and adjusted to an initial px of 6.3. Experi- 
mental cultures were inoculated with single 3-frond colonies taken from stock 
cultures 5—10 days cid (grown in constant light). Flowering was evaluated by the 
method of HizLMAN (1959a) as follows. All fronds in the culture to be scored were 
counted except for those which did not protrude beyond the mother fronds. The 
number of fronds exhibiting flowers or floral primordia was determined by dissec- 
tion of all fronds under 32x magnification. This number divided by the total frond 
number and multiplied by 100 represents the “flowering per cent” (FL%) of the 
culture. FL% values were derived from cultures containing at least 50 fronds. 
Data were obtained by exposing the cultures to four 24-hr. experimental cycles 
followed by 3 days of constant light. All trends shown in the figures were confirmed 
by repetition. Qualitative agreement between experiments was excellent, but the 
maximum FL% obtainable under a given set of conditions varied from day to day. 

Two growth chambers at 26—27° C were employed: a light room illuminated by 
a single 40 W Osram warm white fluorescent tube (HNW 202) delivering roughly 
300 lux at plant level, and a dark room containing sources of red and far-red radia- 
tion. In the dark room, all necessary manipulations were performed in absolute 
darkness. The source of red radiation was a single 40 W Philips red fluorescent tube 
(TL 40 W/15) mounted 90 cm. above plant level. Such tubes show an emission 
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maximum at 660 my and emit virtually no radiation of wavelengths shorter than 
600 or longer than 700 mu. For the emission spectrum, see MoHR and SCHOSER 
(1959, Fig. 6). The source of far-red radiation was the apparatus illustrated by 
Mone and ScHoser (1959, Fig. 7). An Altrilux reflector lamp (Philips, 500 W) was 
immersed in water which served both to cool the lamp and to filter out longer 
wavelengths. The light then passed through a Schott RG-9 (far-red) filter 2 mm. 
thick and a 2-mm Schott BG-3 (blue) filter. The RG-9 filter passes a high percen- 
tage of the incident far-red radiation and only a very slight fraction of light at wave- 
lengths below 700 mu (Mone and ScHosER 1959, Fig. 8). Red light was virtually 
eliminated by the addition of the BG-3 filter. The surface of the lamp was located 
50 cm. above plant level. 


3. Experimental Results 


Critical day length for flowering. Cultures were exposed to four 
24-hr. cycles with light periods of from 6 to 16 hr. per cycle. All cultures 
were then kept in constant light for 
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Fig. 1. Critical day length for flowering. Each point represents the FL % of one culture 


Fig. 2. Effects of various doses of red light on flowering. Irradiations given at hour 9 of a 
14-hr. dark period. Each point represents the FL % of one culture 


experiment are given in Fig. 1. No flowering occurred with a day length 
(light period) of 14 hr. or longer, some with a 12-hr. day; and maximum 
flowering took place with day lengths of 10 hr. or less. These results 
are similar to, but not identical with, those obtained by Hmiman 
(1959a). In later experiments, main light periods of 10 hr. or less were 
given in order to ensure maximum flowering. 

Effects of red light. Fig. 2 shows the response to various red light 


exposures given 9 hr. after the beginning of a 14-hr. dark period. Essen- 
tially full inhibition of flowering resulted from 5-sec. irradiations. 
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Facilities were not available for adequate determination of absolute 
energies of red and far-red treatments. 

Hırıman (1959a) has reported that this inhibitory effect of red 
light in L. perpusilla cannot, contrary to expectation, be reversed by 
subsequent. exposure to far-red irradiation, while far-red light given 
alone can, in fact, inhibit 
flowering. Both of these 
observations were con- 
firmed in the present 
study (Table 1). Similar 
phenomena have been 
observed in the short 
day plant Pharbitis nil 
(NAKAYAMA 1958; Na- 
KAYAMA et al. 1960). 

When cultures were 
exposed to 3 sec. red 
light at various times 
within a 14-hr. dark 
period, maximum in- 
hibition occured with 

irradiation between 
hours 8 and 10 (Fig. 3). 
Hitman (1959a), in a 
similar experiment, ob- 
served maximum in- 
hibition at hour 7; this 
difference and the dif- 
ference in the critical 
day length curve (Fig. 1) 
have not been satis- 
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Fig. 3. Effects of a 3-sec. exposure to red light given at 
various times during the dark period. Upper curve: 14-hr. 
dark period; lower curve: 17-hr. dark period. Each point 


factorily explained. Also 
shown in Fig. 3 are the 
results of a similar ex- 


represents the FL % of one culture 
periment with red light 

breaks given during a 17-hr. dark period; once again maximum 
inhibition occurred approximately 9 hr. after the beginning of the 
dark period. Thus, the maximum sensitivity to red light was found 
not in the middle of the dark period but, rather, at a definite number 
of hours after the beginning of the dark period. SALISBURY and 
Bonner (1956) reported that the maximum sensitivity to red light 
in the short day plant Xanthium pennyslvanicum also falls at a specific 
time after the beginning of the dark period regardless of the length 
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Table 1. Effects of red and far-red light on flowering of L. perpusilla. Irradiations 
given 9 hr. after beginning of 14 hr. dark periods. FL% given for 3 replicate cultures 























and their average 
FL % 
Irradiations 
1 2 3 Average 
NoneContrel. 5, FF. OSS 17 14 12 14 
Wee Ce os ee ee ES 0 0 0 0 
3 sec. red + 20 sec. far-red . . . . 0 0 0 0 
3 sec. red + 60 sec. far-red . . . . 0 0 0 0 
3 sec. red + 200 sec. far-red 0 0 0 0 
00 snd. PRE Es HSE RE 2 0 6 3 


of the dark period. In the cabbage moth Pieris brassicae, on the other 
hand, light breaks have a maximum inhibitory effect on diapause 
(a short day phenomenon) at a given number of hours after the beginning 
of the light period (BÜNNING und JOERRENS 1959). 

Effects of far-red light. The response to various far-red doses given 
10 min after the beginning of the dark period is shown in Table 2A. 


Table 2. Effects of varying exposures to far-red light on flowering of L. perpusilla. 
Irradiations given 10 min. after beginning of 14-hr. or 12-hr. dark periods. FL% 
given for 3 replicate cultures and their average 

















A. 14-hr. Dark Period B. 12-hr. Dark Period 
Sec. FL Sec. us 
Far-red | | 2 3 [Average] Far-red 1 2 3 | Average 
0 60 57 52 56 0 8 7 8 8 
18 31 20 30 27 240 0 0 0 0 
60 4 8 4 5 
180 0 0 0 0 





























Relatively brief exposures to far-red light inhibited flowering completely, 
while exposure to as much as 60 sec red light was without effect at the 
beginning of the dark period. It has been reported (BorTHWICK 1959; 
Downs 1959) that some, but not all, short day plants are promoted in 
their flowering by far-red given at the beginning of a subinductive 
night (i. e., a dark period shorter than the critical night length). However, 
in L. perpusilla far-red light fully inhibited the low FL% obtained by 
exposure to cycles of 12 hr. light — 12 hr. dark (Table 2B). Inhibition 
of flowering by far-red given in the early hours of the dark period has 
also been observed in Pharbitis nil (NAKAYAMA 1958; NAKAYAMA et al. 
1960), and this inhibition proved to be reversible by subsequent exposure 
to red light. Similarly, the far-red induced inhibition of flowering in 
L. perpusilla was reversible by red light (Fig. 4). 
Planta, Bd. 56 45 
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Fig. 5 illustrates the effects of 60-sec. exposures to far-red light 
given at various times within a 14-hr. dark period. Irradiations in 
the early and middle hours of the dark period were strongly in- 
hibitory, but the inhibition decreased with irradiation nearer the 
end of the “night”. These 
results are in close agree- 
ment with those obtained 70 
by Naxayama (1958) with 
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Fig. 4. Reversibility of far-red light-induced inhibition of flowering. FR: 90 sec. far-red; 
R: 200 sec red light. Irradiations started 10 min. after beginning of 14-hr. dark period. 
Divisions of bars represent the FL % of replicate cultures 


Fig. 5. Effects of a 60-sec. exposure to far-red light given at various times during a 14-hr. 
dark period. Each point represents the FL % of one culture 


4. Discussion 

These results serve to extend the observations of HILLMAN (1958, 
1959a, 1959b, 1960) in characterizing the photoperiodic properties of 
L. perpusilla 6746. From a strictly methodological point of view, Lemna 
is exceptionally suitable for quantitative studies on the photoperiodic 
control of flowering; further, the papers of HILLMAN demonstrate the 
singular success with which preliminary studies on chemical mechanism 
in the flowering of Lemnaceae have been met. 


As Bortuwick (1959, pp. 286—287) has suggested, it seems likely 
that at least two steps individually influenced by the red, far-red rever- 
sible photoreaction are included in the dark reactions of some species. 
While the red light-induced inhibition of flowering in L. perpusilla and 
Pharbitis nil is not reversible by far-red light, analogy with other species 
would suggest that this inhibition is phytochrome-mediated (BoRTH- 
wick and HENDRICKS 1960). The 


fact that the time of maximum 
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sensitivity to red light falls at a set number of hours after the beginning 
of the dark period (Fig. 3), corresponding to the situation in Xanthium 
(SALISBURY and Bonner 1956), is particularly suggestive. However, the 
far-red light-induced inhibition in Lemna and Pharbitis, being red 
light-reversible, is also phytochrome-mediated. This seems more likely 
than the possibility that two separate photoreversible pigments are 
involved. The action spectra for the photocontrol of flowering in Phar- 
bitis reported by Nakayama et al. (1960) resemble closely the spectra 
obtained with many other plants. 

The far-red-sensitive reaction early in the dark period may also 
occur in certain long day plants. In- such cases, far-red light should 
promote flowering as does red light. KANDELER (1956) reported that far- 
red light promoted flowering in the long day plant Lemna gibba when 
given in the early or middle portions of a noninductive (long) night. 
Far-red light was less effective in the later hours of the dark period. 
Unfortunately, this effect was not tested for reversibility by red light. 
It has also been reported (BoRTHwIcK 1959) that far-red light at the 
beginning of a long dark period will promote flowering in Hyoscyamus 
niger and Anethum graveolens. It is interesting that the far-red-sensitive 
reaction may occur in both of the known photoperiodic species of Lemna: 
the short day plant L. perpusilla and the long day plant L. gibba. 


Summary 

This study concerns the effects of red and far-red light on flowering 
in the short day plant Lemna perpusilla 6746. The critical day length 
for maximum flowering was found to be 10 hours. Exposure to red light 
near the middle of the dark period inhibited flowering, and the time 
of maximum sensitivity to red light occurred 9 hours after the beginning 
of dark periods of either 14 or 17 hours. The inhibition by red light was 
not reversible by far-red light, which also inhibited flowering, especially 
when given early in the dark period. Flowering inhibited by exposure 
to far-red light at the beginning of the dark period could be restored by 
subsequent exposure to red light. It appears that two photoperiodic 
partial processes in some plants may be controlled by the red, far-red 
reversible pigment system. 

I am indebted to Prof. Dr. E. BüNNING for his constant encouragement and 
to the entire staff of his institute for their hospitality. Dr. W. S. HILLMAN gave 


helpful advice at the beginning of the project and during its progress. This work 
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UNTERSUCHUNGEN 
ÜBER DIE URSACHEN DER PEROXYDASEVERMEHRUNG 
IN GESTÖRTEN PHASEOLU S-ARTBASTARDEN * 


Von 
PAUL SCHWARZE 
(Eingegangen am 9. März 1961) 


Zu den auffälligsten Merkmalen der gestörten Phaseolus- Artbastarde 
gehört eine stark gesteigerte Peroxydasereaktion (GEERTS 1949, SCHWAR- 
ZE 1954), ein Merkmal, das auch bei anderen Bastarden mit anomaler 
Entwicklung, z.B. gehemmten Epilobium-Bastarden (Ross 1942), vor- 
kommt. Die Peroxydasereaktion ist bei den gestörten Phaseolus-Bastar- 
den mindestens doppelt so stark, sie kann aber den drei- bis vierfachen 
Wert normaler Pflanzen erreichen. Da zu vermuten war, daß die abnorm 
hohe Peroxydasereaktion mit anderen Merkmalen, z.B. dem gehemmten 
Wuchs und den Chlorophylidefekten der gestörten Bastarde, in ursäch- 
lichem Zusammenhang steht, wurde das Phänomen näher untersucht. 
Zunächst wurde die Frage geprüft, ob die gesteigerte Peroxydasereaktion 
auf der Anwesenheit eines Stimulators oder der Vermehrurz der Per- 
oxydasemenge beruht. HERZMANN (1958) hat zeigen können, daß die 
peroxydatische Oxydation von Dioxyphenylalanin durch bestimmte phe- 
nolische Stoffe — Brenzkatechin, Ferula-, Kaffee- und Chlorogensäure — 
beschleunigt wird. Da die wirksamste Verbindung, die Chlorogensäure, 
ein Bestandteil des Phaseolus-Blattes ist, mußte geprüft werden, ob die 
von uns zur Peroxydasebestimmung benutzte Indophenolmethode auf 
derartige Stoffe anspricht. Die Versuche lassen einen solchen Effekt 
nicht erkennen, es konnten vielmehr indirekte Beweise dafür erbracht 
werden, daß die Peroxydasemenge vermehrt ist (SCHWARZE 1960b). 
Dieser Befund wiederum warf die Frage auf, wie die Vermehrung der 
Peroxydase im gestörten Bastard zustande kommt. 

Die Peroxydase ist wie viele Enzyme ein heterogenes, aus Apo- und 
Coenzym zusammengesetztes Gebilde. Als Coenzym wurde das mit der 
Porphyrinkomponente des roten Blutfarbstoffes identische und mit der 
Chlorophyllvorstufe Protoporphyrin IX verwandte Hämatin erkannt 
(Kvas u. Mitarb. 1931, Keıtın u. Mann 1937). Das Apoenzym ist ein 
im Vergleich zu anderen Apoenzymen sehr niedrigmolekulares Eiweiß. 
Für das Molekulargewicht der Peroxydase, für dessen Größenordnung 


* Herrn Prof. Dr. W. Ruporr zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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die Eiweißkomponente maßgebend ist, werden Zahlen zwischen 39800 
und 44000 angegeben (THEORELL 1942, CEcıL u. Oaston 1951, KEILIN 
u. HARTREE 1951). Die Apoenzymfunktion ist an eine spezifische Ei- 
weißstruktur gebunden. Wir wissen jedoch noch nicht, ob eine bis in 
alle Einzelheiten festgelegte Struktur erforderlich ist oder eine gewisse 
Toleranz besteht und nur bestimmte Strukturmerkmale vorhanden sein 
müssen. Im letzteren Fall würden alle Eiweiße, die diese Struktureigen- 
tümlichkeiten zeigen, die Funktion eines Peroxydaseapoenzyms über- 
nehmen können. 

Das Coenzym ist ein Produkt des Porphyrinstoffwechsels, das Apo- 
enzym ein Produkt des Eiweißstoffwechsels. Wieviel Peroxydase sich 
bilden kann, wird wesentlich davon abhängen, in welchen Mengen die 
beiden Komponenten im Stoffwechsel anfallen. Der begrenzende Faktor 
für die Synthese der Peroxydase dürfte, wenn die Bedingungen für eine 
Zusammenfügung gegeben sind, die in geringerer Menge vorliegende 
Komponente sein. Um der Ursache für die Vermehrung der Peroxydase 
näherzukommen, wurde untersucht, welche Komponente frei vorkommt, 
ob die Produktion des Co- oder des Apoenzyms bei den gestörten Bastar- 
den gefördert ist. Die Möglichkeit dazu geben die Arbeiten von THEO- 
RELL u. Mitarb. über die reversible Spaltung der Peroxydase in Co- und 
Apoenzym (THEORELL 1940, 1947; THEORELL, BERGSTRÖM u. AKESON 
1943; THEORELL u. MAEHLY 1950): Behandlung des Enzyms mit Aceton- 
salzsäure löst das Hämatin vom Eiweiß ab, so daß das Apoenzym frei 
erhalten werden kann. Wird dieses inaktive Peroxydaseapoenzym in 
neutraler Pufferlösung mit Hämatin zusammengebracht, vereinigen sich 
beide Komponenten spontan wieder zu aktivem Enzym. 


Material und Methoden 


Versuchspflanzen waren normale und gestörte Bastarde der Kreuzung Phaseolus 
vulgaris X Phaseolus coccineus mit der erstgenannten Art als Mutter. Für die Ver- 
suche wurden ausgewachsene Blätter gleichen Alters von im Gewächshaus ange- 
zogenen Pflanzen benutzt. Alle Bastarde hat Herr Prof. Dr. Ruporr freundlicher- 
weise aus seinen für genetische Untersuchungen bestimmten Kreuzungen zur Ver- 
fügung gestellt. 

Herstellung der Blatthomogenate nach SCHWARZE (1960 a). 

Peroxydasebestimmung wie in den vorausgehenden Arbeiten nach GUTHRIE 
(1931), abgeändert nach Ross (1942) und SCHWARZE (1954). 

Herstellung der Coenzymlösung. 5mg Hämin (Präparat der Firma Merck) 
wurden in 15 ml n/10 NaOH gelöst, und diese Lösung wurde mit m/15 NaH,PO, 
auf 50 ml aufgefüllt. pr der Lösung 7,0. 

Herstellung der Apoenzymlösung. 5 mg gereinigte Meerrettichperoxydase ,,Boeh- 
ringer“ wurden in 1 ml m/15 Phosphatpuffer (px 8) gelöst, mit 10 ml Aceton-HCl 
(0,1% HC" versetzt und 20 min bei 0° C einwirken gelassen. Der unlösliche Rück- 
stand wurde abzentrifugiert und in gleicher Weise mit Aceton-HCl behandelt. Der 
abzentrifugierte Niederschlag wurde in 10 ml Natriumbicarbonat (1%ig) gelöst, mit 
m/15 NaH,PO,-Lésung auf py 7 gebracht und mit destilliertem Wasser auf 20 ml 
aufgefüllt. 
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Nachweis von freiem Peroxyd ym mit Peroxyd ym. 2,5 ml Co- 
enzymlésung wurden mit 2,5 ml verdiinntem Blatthomogenat gemischt und iiber 
Nacht bei0°C stehen gelassen. In Ansatz und Kontrolle (ohne Coenzymzugabe) 
wurde die Peroxydase bestimmt. 

Nachweis von freiem Peroxydasecoenzym mit Peroxyd ym. 1,0 ml Apo- 
enzymlösung (mit destilliertem Wasser im Verhältnis 1: 4 verdünnt) wurde mit 2,5 ml 
verdünntem Blatthomogenat gemischt und über Nacht bei 0° C stehen gelassen. In 
Ansatz und Kontrolle (ohne Apoenzym) wurde die Peroxydase bestimmt. 


Bestimmung des Gesamthämatins als Pyridinhämochromogen nach DEKOCK u. 
Mitarb. (1960). 





Ergebnisse 
Die Zugabe von Peroxydaseapoenzym, also wirkgruppenfreier Per- 
oxydase, hat bei normalen und gestörten Bastarden nur einen geringen 
Effekt; in der Mehrzahl der Fälle nimmt die Peroxydasereaktion sehr 
wenig zu, in einigen Fällen auch etwas ab. Die Zu- und Abnahmen sind 
gering und liegen innerhalb der Fehlergrenzen der Methode (Tabelle 1). 


Tabelle 1. Einfluß der Zugabe von Peroxydaseapoenzym auf die Peroxydasereaktion 

von Blatthomogenaten normaler und gestörter Phaseolus-Artbastarde. Änderung der 

Aktivität = Zu- und Abnahme der Extinktion in Prozent der Extinktion der Kontrolle 
(Ansatz ohne Apoenzym) 





Angeres Ançenes 

7 er © er 

Normale Bastarde Aktivität Gestörte Bastarde Aktivität 
in % in % 





Versuch vom 12.11. +7 Versuch vom 13.11. +8 











15. 11. —6 14. 11. — 8 
16. 11. +4 13. 12. +8 
18. 11. +7 14. 12. —8 
21. 11. —5 
22.11. +5 
14. 12. +9 
15. 12. +9 


Ohne sichere Wirkung ist auch das Peroxydasecoenzym auf die 
Peroxydasereaktion von Homogenaten normaler Blätter. Die gefun- 
denen Effekte, geringe Zu- und Abnahmen, liegen ebenfalls innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methode. Bei Blatthomogenaten gestörter Ba- 
starde führt der Coenzymzusatz jedoch zu einem bedeutenden Anstieg 
der Peroxydasereaktion (Tabelle 2). 

Den Befunden darf entnommen werden, daß normale und gestörte 
Bastarde kein freies Coenzym enthalten. Wäre es vorhanden, so müßte 
nach Apoenzymzugabe Peroxydase entstehen. Blätter normaler Pflan- 
zen können auch kein freies Apoenzym enthalten, da Coenzymzusatz 
die Peroxydasereaktion des Homogenats unverändert läßt. Der z.T. 
recht erhebliche Anstieg der Peroxydasereaktion von Blatthomogenaten 
gestörter Bastarde nach Zugabe von Coenzym spricht aber dafür, daß 
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Tabelle 2. Einfluß der Zugabe von Peroxyd ym auf die Peroxydasereakti 
von Blatthomogenaten normaler und gestörter Phaseolus-Artbastarde. Änderung der 
Aktivität = Zu- und Abnahme der Extinktion in Prozent der Kontrolle ( Ansatz ohne 


Coenzym) 








Änderung interins 
er er 
Normale Bastarde Aktivität Gestörte Bastarde Aktivität 














Versuch vom 10. 10. + 2 Versuch vom 24. 10. + 55 
14. 10. — 7 26. 10. +14 

19. 10. +4 29.10. + 22 

25. 10. + 7 30. 10. +20 

6. 11. — 6 2. 12. +32 

6. 12. +11 

7.12. +14 

8. 12. + 20 


hier freies Apoenzym in größerer Menge vorliegt. Die gestörten Bastarde 
zeigen also eine ausgesprochene Neigung zur Apoenzymproduktion und 
der begrenzende Faktor für die Peroxydasebildung muß das im Stoff- 
wechsel anfallende Hämatin sein. Bei den normalen Bastarden sind die 
Vorgänge der Coenzym- und Apoenzymbildung also offenbar aufein- 
ander abgestimmt, während bei den gestörten Bastarden diese Koordi- 
nation fehlt. 

Um eine Vorstellung von der Hämatinkonzentration im Blatt zu 
bekommen, wurde das Gesamthämatin bestimmt. Es ergab sich, daß 
in den Blättern der gestörten Bastarde wesentlich weniger Gesamt- 
hämatin als in den Blättern normaler Bastarde enthalten ist (Tabelle 3). 


Tabelle 3. Hämatingehalt in Blättern normaler und gestörter Bastarde 








Hämatin- Hämatin- 
gehalt in gehalt in 
Normale Bastarde aMol/kg Gestörte Bastarde aMol/kg 
Frisch- Frisch- 
substanz substanz 
Versuch vom 24. 10. 29,8 Versuch vom 3.11. 2,5 
25.10. 28,4 2.33; 2,8 











Trotz dieses geringen Gehaltes an Gesamthämatin ist bei den gestörten 
Bastarden aber mehr Hämatin in Form von Peroxydase festgelegt als 
bei den normalen Bästarden. 


Besprechung der Ergebnisse 
In einer früheren Arbeit (SOHWARZE 1954) wurde die gesteigerte Per- 
oxydasereaktion mit der Hemmung der Chlorophyllsynthese, die bei 
den gestörten Bastarden vorliegt, in Verbindung gebracht. Die prosthe- 
tische Gruppe der Peroxydase, das Eisenporphyrin Hämatin, ist nahe 
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mit dem von GRANICK (1948) als Chlorophyllvorstufe erkannten Proto- 
porphyrin IX verwandt. Wird aus inneren oder äußeren Ursachen die 
Chlorophylisynthese gehemmt, so steht mehr Porphyrin für die Synthese 
anderer Zellporphyrine, u.a. der Peroxydase, zur Verfügung; denn es 
ist wahrscheinlich, daß die Synthese aller Porphyrine über das Proto- 
porphyrin läuft und die Chloroplasten sowie die anderen Plasmakompo- 
nenten das Porphyrin nicht von Grund aus synthetisieren, sondern fer- 
tiges Porphyrin aus einer gemeinsamen Quelle schöpfen. In der Tat 
wird bei den mit Chlorophylldefekten behafteten Bastarden mehr Por- 
phyrin in Form von Hämatin durch die Peroxydase festgelegt als beim 
normalen Bastard und den Elternarten.. Überraschend ist aber zunächst 
das Ergebnis, daß die gestörten Bastarde nicht nur weniger Chlorophyll, 
sondern auch weniger Gesamthämatin enthalten, daß also andere Eisen- 
porphyrinverbindungen, wie die Katalase, die Cytochromoxydase und 
das Cytochrom selbst oder die eine oder andere dieser Verbindungen, 
auch vermindert sein müssen. Eine Erklärung könnte der Befund geben, 
daß die gestörten Bastarde gerade das Peroxydaseapoenzym vermehrt 
produzieren und durch dieses offenbar ein wesentlicher Teil des Hämatins 
abgefangen wird. Es ist vorstellbar, daß die Steigerung des Oxydations- 
potentials, die die Zelle dadurch erfährt, neben anderen Stoffwechsel- 
prozessen auch die Porphyrinsynthese mittel- oder unmittelbar hem- 
mend beeinflußt. Versuche der letzten Jahre haben gezeigt, daß die 
Peroxydase im Zusammenwirken mit Mn**-Ionen und bestimmten Phe- 
nolen für den Stoffwechsel so bedeutsame Stoffe wie B-Indolylessigsäure, 
Coenzym I und II, Oxalessigsäure und Ketomalonsäure oxydieren kann 
(Literatur bei Burrıs 1960). 

Für das Verständnis des Phänomens der gesteigerten Peroxydase- 
reaktion war es wichtig, zu klären, wo in der Zelle die Peroxydase 
lokalisiert ist. Eine größere Anzahl von Versuchen, über die in einer 
späteren Arbeit berichtet wird, ergab, daß bei normalen und gestörten 
Bastarden bis zu 90% der Gesamtperoxydase im Grundplasma enthalten 
sind. Das Mehr an Peroxydase bei den letzteren ist also mindestens zum 
überwiegenden Teil im Grundplasma lokalisiert. In dieses sind alle 
Plasmakomponenten eingebettet, es stellt damit die Verbindung zwischen 
allen anderen Plasmakomponenten her. Stoffe, die in den Partikeln ge- 
bildet und von diesen an andere abgegeben werden, müssen das Grund- 
plasma passieren und kommen zwangsläufig mit der darin enthaltenen 
Peroxydase in Berührung. Je höher die Peroxydasekonzentration im 
Grundplasma liegt, um so nachhaltiger wird möglicherweise die Beein- 
flussung des Stoffwechsels durch dieses Enzym sein. 

Die gestörten Bastarde enthalten, bezogen auf Frischsubstanz, 
Trockensubstanz oder Nucleinsäure, weniger Eiweiß als die normalen 
Bastarde und die Elternarten, und das Verhältnis Eiweiß-N/löslicher N 
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ist bei ihnen zuungunsten des Eiweißes verschoben (SCHWARZE 1954 und 
1960). Dies spricht dafür, daß entweder eine Neigung zum Eiweißabbau 
besteht oder die Eiweißsynthese erschwert ist, was wiederum bedeuten 
könnte, daß die Möglichkeit für die Bildung oder die Existenz klein- 
molekularer. Eiweiße wie des Peroxydaseapoenzyms günstiger ist als für 
die Bildung oder die Existenz großmolekularer Eiweiße vom Typ des 
Katalaseapoenzyms (Molekulargewicht 248000). Die feinere Struktur 
des Peroxydaseapoenzyms ist unbekannt, man kann sich aber vorstellen, 
daß es sich als Untereinheit in Eiweißen mit höherem Molekulargewicht 
wiederfindet oder aus denselben Untereinheiten wie diese zusammen- 
gesetzt ist. Dieser Gedanke drängt sich schon deshalb auf, weil bei 
manchen stark chlorophylidefekten Pflanzen der Peroxydasegehalt ver- 
mehrt und der Katalasegehalt vermindert ist. Eine solche Beziehung 
würde auch den unspezifischen Charakter des Phänomens der Peroxy- 
dasevermehrung verständlich machen. Während der normalen Blatt- 
entwicklung, besonders stark im alternden Biatt, nimmt die Peroxydase- 
reaktion ebenfalls zu, und ein Anstieg ist auch im isolierten verdunkelten 
Blatt festzustellen (SCHWARZE 1959 bzw. SCHUHMACHER 1928 und 
SCHWARZE 1954). Der Anstieg im Laufe der Blattalterung beruht, wie 
experimentell belegt werden konnte, auf einer Zunahme der Enzym- 
menge (SCHWARZE 1961). Für die Verdunklungsversuche steht der Be- 
weis noch aus, es ist aber wahrscheinlich, daß die gleichen Verhältnisse 
vorliegen. In allen drei Fällen ist das Phänomen der Peroxydasever- 
mehrung mit dem Eiweißstoffwechsel verknüpft. Bei den gestörten 
Bastarden dürfte es sich, da die Störungsmerkmale schon auf frühestem 
Entwicklungsstadium auftreten, um eine Hemmung der Eiweißsynthese 
handeln. Im alternden Blatt besteht eine Tendenz zum Eiweißabbau, 
die schon vor dem Einsetzen der Vergilbung zu erkennen ist, und durch 
einen starken Eiweißabbau ist auch der Stoffwechsel des isolierten ver- 
dunkelten Blattes gekennzeichnet. Im letzteren Fall ist eine Synthese 
vom Hämatin und Peroxydaseapoenzym äußerst unwahrscheinlich, beide 
Komponenten dürften vielmehr im abbauenden Stoffwechsel, der das 
verdunkelte Blatt beherrscht, entstehen. Der Abbau von Hämatin- 
proteiden wird sicherlich durch die Spaltung in Hämatin und Eiweiß 
eingeleitet. Es ist gut vorstellbar, daß sich solches Hämatin mit im 
abbauenden Eiweißstoffwechsel entstehenden kleinmolekularen Eiweiß- 
körpern, die die Eigenschaften des Peroxydaseapoenzyms besitzen, zur 
aktiven Peroxydase verbinden. Auf die gleiche Weise könnte auch 
die Peroxydasevermehrung bei der Blattalterung zustande kommen. 
Weder Coenzym noch Apoenzym werden neu synthetisiert, sondern es 
ändert sich infolge Umstimmung des Eiweißstoffwechsels der Bestand 
an Apoenzymen, und frei gewordenes Coenzym wird neu verteilt. 

Der Peroxydasevermehrung im gestörten Bastard liegt sicherlich 
ein anderer Mechanismus zugrunde. Zu den Störungsmerkmalen der 
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Bastarde gehôren Chloroplastendefekte, mit denen die Hemmung der 
EiweiBsynthese in folgender Weise verknüpft sein kônnte: Die Chloro- 
plasten sind Attraktionszentren und Ablagerungsorte für EiweiB (oder 
Aminosäuren, die in den Chloroplasten zum EiweiB zusammengefügt 
werden), Porphyrine (hauptsächlich als Chlorophyll, wahrscheinlich auch 
Katalase und Cytochromoxydase) und eine Reihe anderer Stoffe. In 
normal entwickelten Chloroplasten ist ein wesentlicher Teil des Zell- 
eiweißes und die Hauptmenge des von der Zelle produzierten Porphyrins 
deponiert. Das Fehlen dieser Ablagerungsmöglichkeit durch Ausfall 
eines Eiweiß bildenden und Porphyrin verbrauchenden Organells wird 
sich auf den Stoffwechsel beider Verbindungen und damit auch auf den 
gesamten Zellstoffwechsel auswirken. Zu diesen Auswirkungen gehört 
die in dieser Arbeit nachgewiesene vermehrte Bildung von Peroxydase- 
apoenzym. Diese wiederum bewirkt, daß mehr Porphyrin — in Form 
von Hämatin — als Peroxydase festgelegt wird als in Zellen mit normaler 
Chloroplastenentwicklung, was um so leichter möglich ist, als mit den 
Chloroplasten auch die Stätten des größten Porphyrinverbrauches aus- 
fallen. 

Es gibt aber auch andere Möglichkeiten für die Verknüpfung der 
verschiedenen Phänomene, z.B. könnten Störungen des Eiweißstoff- 
wechsels oder des Porphyrinstoffwechsels einschließlich des Überganges 
von Protoporphyrin in Chlorophyll Ursachen der Chloroplastendefekte 
sein. Die normale Entwicklung der Chloroplasten ist an viele Voraus- 
setzungen gebunden, entsprechend groß wird die Zahl der Möglichkeiten 
für die Störung dieser normalen Entwicklung sein. 

Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Befund, 
daß die gestörten Bastarde mehr Peroxydaseapoenzym produzieren als 
die normalen Bastarde. Inwieweit die daran anknüpfenden Erklärungs- 
versuche für die vermehrte Peroxydasebildung zutreffen, werden weitere 
Untersuchungen zu zeigen haben. Da Änderungen des Enzymbestandes 
der Zelle — Zu- und Abnahmen einzelner Enzyme — eine Rolle in der 
normalen Entwicklung der Pflanze spielen, sind von solchen Unter- 
suchungen Einblicke in wichtige entwicklungsphysiologische Grund- 
prozesse zu erwarten. 

Eine Diskussion der Befunde dieser Arbeit in Verbindung mit den 
Ergebnissen genetischer Untersuchungen von RuDoRF (1954 und unver- 
öffentlichte Versuche) ist für eine spätere Veröffentlichung vorgesehen. 


Zusammenfassung 
Um Aufschluß darüber zu erlangen, wie die Vermehrung der Per- 
oxydase in gestörten Phaseolus-Artbastarden (Phaseolus vulgaris x Pha- 
seolus coccineus) zustande kommt, wurde die Fähigkeit der Bastarde 
zur Bildung von Peroxydaseapoenzym und Peroxydasecoenzym (= Hä- 
matin) geprüft. Diese Prüfung wurde auf Grund des Befundes von 
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THEORELL u. Mitarb., daß sich Peroxydaseapo- und Peroxydasecoenzym 
bei pa-Werten um 7 spontan zur aktiven Peroxydase vereinigen, vor- 
genommen. 

Zusatz von Peroxydaseapoenzym zu Blatthomogenaten normaler 
und gestörter Pflanzen beeinflußt in keinem Fall die Peroxydasereaktion. 
Coenzymzusatz bleibt wirkungslos bei normalen, führt aber zu einem 
starken Anstieg der Peroxydasereaktion bei gestörten Bastarden. Wie 
der Chlorophyligehalt ist auch der Gesamthämatingehalt bei den ge- 
störten Bastarden stark vermindert. 

Aus den Befunden darf geschlossen werden, daß normale und ge- 
störte Bastarde kein freies Hämatin enthalten und daß freies Apoenzym 
den normalen Bastarden fehlt, bei den gestörten Bastarden aber in 
größerer Menge vorhanden ist. Bei den normalen Bastarden sind Apo- 
und Coenzymproduktion aufeinander abgestimmt, während bei den ge- 
störten Bastarden diese Koordination fehlt. Der begrenzende Faktor 
für die Peroxydasebildung ist bei den letzteren das Coenzym. Trotz 
des niedrigeren Gesamthämatingehaltes ist wesentlich mehr Hämatin 
in Form von Peroxydase festgelegt als bei den normalen Bastarden. 

Die Ergebnisse werden mit den Befunden über die Peroxydasever- 
mehrung im alternden und im verdunkelten Blatt in Verbindung ge- 
bracht und diskntiert. 


Fräulein P. v. Römer danke ich für die sorgfältige Ausführung der Versuche. 
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INITIATION OF RHYTHMICAL PETAL MOVEMENTS 
IN KALANCHOE LLOSSFELDIANA BY TRANSFER FROM 
CONTINUOUS DARKNESS TO CONTINUOUS LIGHT 
OR VICE VERSA 
By 
ANAND KARVÉ, WOLFGANG ENGELMANN and Gustav SCHOSER 
With 12 Figures in the Text 
(Received March 16, 1961) 


I. Introduction 
The rhythmical opening and closing movements of the flowers of 
Kalanchoe blossfeldiana (Crassulaceae) have been studied most often 
under conditions of alternating light and darkness (e.g. Bünsow 1953 b). 
But in this case the analysis of this phenomenon is complicated by the 
fact that each change (i.e. each transfer from light to darkness and 
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A. Lnitiation of movement & Initiation of movement 
by transfer DD-~LL by transfer LL-~00 
Fig. 1. Diagram showing the behavior of the flowers of Kalanchoe blossfeldiana after 
transfer from DD to LL and vice versa 








darkness to light) evokes a rhythmical oscillation, giving thus a com- 
bined result. It appeared to be of greater advantage to allow the oscilla- 
tions to come to a standstill by keeping the flowers under a constant 
condition (for a duration of at least 5 days) and to start the oscillations 
again by a simple one time change into the other constant condition. 
This possibility has already been demonstrated. 

Fig. 1 shows the behavior of Kalanchoe flowers under these conditions. 
In constant darkness the flowers are open. If transfered to continuous 
light! they close, showing thereby typical rhythmical movements of the 
corolla. After a certain time (i.e. 5 days as mentioned above) they reach 





1 Abbreviations used: DD: continuous darkness; LD: conditions of alternating 
light and darkness; LL: continuous light; d: days; hr: hours. 
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a steady state. If they are then again transfered to DD, another rhyth- 
mical movement is initiated resulting in an ultimate opening of the 
flowers. ENGELMANN, upon whose investigation (1960) the above dia- 
gram has been based, had used only “white” light produced by fluores- 
cent tubes. In the present investigation we have attempted to study 
the effect of different regions of the visible spectrum upon this pheno- 


menon. 


II. Material and methods 


Plants of Kalanchoe blossfeldiana (Göttingen strain)! which were raised from 
seeds and kept under continuous light (daylight supplemented by fluorescent light 


during the night) in the green- 
house were used throughout 
this study. After 18 weeks 
they were induced toflower by 
placing them in continuous 
short day conditions (LD = 
9:15 hr). Several weeks before 
the beginning of the actual 
experiments the flowering 
plants were placed at 20°C 
under LD cycles (12:12 hr). 

For the purpose of uni- 
form illumination and photo- 
graphic registration of the 
petal movement the flowers 
were cut just below the calyx 
and mounted into perfora- 
tions in a plexiglass disc which 
floated on distilled water 











~émm 

Fig. 3 

Fig. 2. A diagrammatic section through the plastic 
container in which the flowers were arranged for 
illumination and photographic registration. F: flowers, 
D: plastic disc floating on distilled water (W) and C: 

plastic container 
Fig. 3. A diagrammatic view of a single flower of 
Kalanchoe blossfeldiana viewed from above. All the 
values depicting the width of the flower are measured 
as the distance between the tips of two opposite petals 
and given as divisions of scale of the ocular micrometer 
with which this was measured. The width “8 mm” in 
the diagram is the actual width of an average fully 
open flower 





Fig. 2 





within a plastic container 
(Fig. 2). In this way the flowers came to rest in one plane and any possible effect 
of the plants on the flowers was obviated. Every three hr the flowers were photo- 
graphed from above using an electronic flash light provided with the safe light 
filters of MoHR and ScHoser (1959). The distance between the tips of the opposite 
petals was measured with the aid of a binocular microscope from the film (Fig. 3). 
The equipment described by More and ScHosER (1959) was used for the 
production of monochromatic light. The filters used were transmission interference 
filters of the Fabry-Pérot type (Glaswerk Schott & Gen., Mainz). All the experi- 
ments were carried out at 20° C. 


III. Experiments and results 
1. Transfer from DD to LL 


Whole plants were given continuous white light for two days before 
being brought into DD for 5d. Preliminary experiments had shown that 
this dark period is sufficient to bring the flowers into a steady state 
(,,Dunkelstarre“, as coined by Bünsow), yet not long enough to starve 





1 We are indebted to Dr. B. ScHWEMMLE (Gôttingen) for sending us flowering 
plants for the preliminary investigations. 
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the plants. The flowers were cut off and placed into the plastic con- 
tainers about 12 hr before the beginning of the LL so that they could adapt 
themselves to these conditions. It was also found in preliminary experi- 
ments that light of a wavelength of 660 my at an intensity of 300 erg. 
em”?-sec”! initiated a reasonably good rhythmical movement. We used 
in the case of other wave- 
lengths such intensities as 
to give the same number of 
quanta/cm?-sec as at 600 my 
(300 erg-cm™?-sec™). 

Some examples of flower 
movements under different 
wavelengths are given in Fig. 4. 
The effect of blue light was 
fundamentally the same at all 
the wavelengths tested (402, 
412, 454, 578 and 509 my). 
It is represented by the graph 
a in Fig. 4: a first maximum 
appeared between the 6th and 
the 9th hr after the beginning 
td of the light; and a following 
minimum appeared between 
the 15th and the 18th and 
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Fig. 4. Some examples of movements of flowers 
after transfering them from DL into LL of dif- 
ferent wavelengths (see sketch at the lower left 
hand corner). Ordinate: width of flowers in 
divisions of scale of the ocular micrometer. 
Abscissa: time after beginning of LL in hr. The 
horizontal line represents in each case the width 
at Ohr. The table on the right shows from left 
to right: 1. wavelength in my, 2. intensity in 
erg * em”?- sec”! and 3. the total number of flowers 
examined in each case. The graphs are based on 


again a maximal opening at 
about the 30th hr. 

The following wavelengths 
were used in the yellow, or- 
gange and red parts of the 
spectrum: 568, 589, 603, 660 
and 689 mu. The graph c in 
Fig. 4, representing the effect 


the mean values. The graph e shows the behavior 
of flowers kept as DD control 


at 660 mu, is characteristic 
for these regions. The first 
maximum occuring between the 6th and the 9th hr is similar to that 
shown by flowers kept in blue light. But this is very small or entirely 
absent at 660 mu. The subsequent closing (minimum between the 15th 
and the 18th hr) and reopening (maximum at about the 27th hr) are 
similar to those effected by blue light. Since the wavelength 660 mu was 
used as a standard control in all the experiments, a sufficient number of 
individual graphs were available to determine quite exactly the time 
of the first maximal closure and the following maximal opening. These 
times are marked with arrows in graph c, Fig. 4. In the case of the 
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remaining wavelengths the number of flowers was too small (between 15 
and 50) and deviations in the individual cases were too great. 

A remarkable feature of the red light graph is that the second maxi- 
mum (after about 27 hr of light) has always a lower value than the first 
one. This suppression of the second maximum occurs not only at 
660 my but also at all the other red wavelengths (603, 629, 660 and 
689 mu). 

The graph b in Fig. 4 represents the effect of 528 my (“‘safelight’’). 
Finally, to complete the spectrum, neither the wavelength 706 mu 
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Fig. 5. Effect of different wavelengths on the initiation of a rhythmical movement. Flowers 
were transfered from DD into LL (note the sketch in the top left hand corner). Ordinate: 
difference between the width at the first maximal closure and that at the following maximal 
opening. Abscissa: wavelengths in my 
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(Fig. 4, graph d) nor the far red region is able to initiate a pronounced 
rhythmical movement of the petals. It can only be said that the gradual 
opening of the flowers which can be observed in the case of DD control 
(Fig. 4, graph e) appears to be suppressed to a certain extent in this 
light. The gradual opening shown by flowers kept as DD control is due 
to the fact that relatively young flowers were used, which give a better 
response than the older ones. These young flowers show on the one hand 
a slight amount of growth and on the other hand also an actual opening 
to a certain extent, during DD. 

Fig. 5 shows the effects of the different wavelengths on the initiation 
of rhythmical movement. The difference between the width at the first 
maximal closure and that at the following maximal opening has been 
used as a measure of the induced motion. It can clearly be seen that the 
blue, orange and the red parts of the spectrum initiate a good movement 
whereas the green as well as the far red have little or no effect at all. 

It has already been mentioned that the flowers show a tendency to 
close their corollas in LL (white light, Fig. 1), and mention has also 
been made of the fact that the second maximum (at about the 27th hr 

"Janta, Bd. 56 46 
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of LL) is suppressed in the case of certain wavelengths of red. Fig. 6 
shows the amount of suppression suffered by the second maximum. As 
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Fig. 6. The difference in width between the first and the second maximal opening of 
flowers, showing the amount of suppression suffered by the second maximal opening in 
different wavelengths. Ordinate: amount of suppression of the second maximal opening. 


Abscissa: wavelengths in ma. (Points below the 0-line show that the second maximal 
opening was wider than the first one) 
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a measure of this phenomenon we have used the difference between 
the first and the second maximal values of opening. It can be seen very 
clearly that the red light is mainly responsible for this phenomenon. 


2. Transfer from LL to DD 


Entire inflorescences cut off from the plants and kept in flasks con- 
taining a 0.1 M cane sugar solution were illuminated from above with 
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Fig. 7. Width of flowers kept for 5 days in LL of different wavelengths (see sketch top left). 
Ordinate: width of flowers in divisions of scale of the ocular micrometer. Abscissa: wave- 
length in mu. DC: width of flowers kept for 5 days in DD. R + FR: width of flowers kept 
for 5d in simultaneous LL of red (660 mu, 300 erg - em”? + sec) and far red 
(745 mu, 700 erg + em”? + sec") 


different qualities of light. Here again equal quantum intensities at all 
the wavelengths were used (the intensity at 660 my being 300 erg-cm”?- 
sec). After 4.5d the flowers were cut just below the calyx and 
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arranged in the plastic containers as previously described. 12 hr later 
they were brought into DD, and their behavior was studied. 

According to Fig. 1 the flowers should have all closed by the end of 
the 5 d of illumination; and they did show in fact a width which was 
smaller than that of flowers kept for 5d in DD. But this closure due 
to LL showed quite different values at different wavelengths. Red light 
brings about a maximal closure, as can be seen in Fig. 7 which shows 
the relative width of the flowers after 5d LL of various wavelengths. 
The ordinate has been drawn intentionally the other way round in order 
to stress the fact that the 
greater the closure, the greater 
is the effect. 

The next object of our 
observations was the nature 
of the movement initiated by 
DD. This has already been 
shown diagrammatically in 
Fig. 1. A typical graph of such 
a movement is seen in Fig. 8 
which shows the sveragemove- nl sseusterod trou ZLinte DD. LE was in thie 
ment of flowers kept for 5d case blue (454 mz) at an intensity of 436erg-em-*- 
under LL at 454 mys and then [eA teal umber of 28 flower wat med in 
transfered into DD. The be- hr after the beginning of DD 
havior of flowers coming into 
DD from other wavelengths was fundamentally similar. Immediately 
after the onset of DD the flowers start opening. The first opening reaches 
a maximal width after about 18 hr. The following closing and reopening 
of the corollas are of a typical rhythmical nature having their respective 
maxima about 12 hr apart from each other. The amplitudes of the 
oscillations were in general greater in this series of experiments than 
in the one described under 1. 

Fig. 9 shows the magnitude of the first opening movement (i.e. the 
difference between the width at the beginning of DD and the width 
at the first maximum). If this graph is compared with that in Fig. 7 
it is apparent that the closure of the flowers at the end of 5d LL and 
the first opening in DD are controlled by the same factors, namely, by 
the blue and the red regions of the spectrum, and in both these pheno- 
mena the effect of red light is greater than that of blue. The effect of 
the red light (660 mu) is considerably reduced if far red (745 my) is 
provided simultaneously. 

The action spectrum of the rhythmical movement differs, however, 
from the one described above. The difference between the width at the 
first maximal closing and that at the following maximal opening gives 

Planta, Bd. 56 46a 
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an impression of the magnitude of the oscillations as shown in Fig. 10. 
It can be seen that although the same two regions, namely, the blue and 
the red are responsible for the initiation of a rhythmical motion, the 
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Fig. 9. Magnitude of the first opening movement of flowers after being transfered from 

5 d of LL of different wavelengths into DD. Ordinate: difference between the width at the 

beginning of DD and that at the first maximal opening (see sketch in the top left hand 

corner). Abscissa: wavelengths in my. The horizontal line designated R + FR shows the 

same value for flowers simultaneously illuminated with red (660 my, 300 erg cm? sec") 
and far red (745 mu, 700 erg-cm~*-sec™) 
































7 
1 
6 
S 
~ - 
8°’ | a 
à he | 
& 4 
2 
Ÿ | 
N | 
St | | | | 
| | | | | | 
0 L l E32 
400 #50 500 350 600 850 700 
A in my 


Fig. 10. Magnitude of oscillations induced by a transfer from LL of different wavelengths 

to DD. This value is given by the difference of widths between the first maximal closure 

and the subsequent maximal opening (note the sketch). Ordinate: magnitude of oscillations 

in divisions of scale of the ocular micrometer. Abscissa: wavelengths in ma. The horizontal 

line designated R + FR shows the value for flowers simultaneously exposed to irradiation 
at 660 mu (300 erg-cm~**sec™) and 745 my (700 erg*cm~**sec™) 


effect of the blue region is almost as great as that of the red one. In this 
case the effect of the red light (660 my) is not reduced by a simultaneous 
far red (745 my) irradiation. 


IV. Discussion 


After having studied the results given in the Figs. 5—10 it becomes 
apparent that we have here two different sets of graphs, namely, one 
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showing about an equal effect in the blue and the red regions and another 
where the effect of red light is considerably greater than that of the blue. 
This would seem to indicate that there are two different pigment systems 
participating: the chlorophylls and phytochrome. 

The absorption spectrum of a mixture of carotinoids and chloro- 
phylls (ether extract) from the flowers of Kalanchoe blossfeldiana was 
similar to that of these pigments from any other plant. (For a compari- 
son we used the absorption spectrum of the ether extract of leaves of 
Tulipa gesneriana from M. SHAW and McLAcHLAN, 1954, reproduced in 
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Fig. 11. Absorption spectrum of anthocyanin from corollas of the flowers of Kalanchoe 
blossfeldiana. Extraction with propanol:HC1:H,O (25:1:74) (after ZIMMER, unpublished). 
Ordinate: extinction. Abscissa: wavelengths in mu 
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„Handbuch der Pflanzenphysiologie“). We can therefore safely assume 
that the chlorophylls occuring in the flowers are the usual normal 
mixture of chlorophyll a and b. 

The corollas of the Kalanchoe flowers contain in addition to these 
pigments also a red coloured anthocyanin, the absorption spectrum of 
which is given in Fig. 11 (after Zimmer, unpublished). It shows that 
in addition to a high absorption in the green and yellow regions there 
is also a considerably high absorption in blue. The absorption in red 
is in comparison to these rather small. 

Let us now go back to the results described under III 1, i.e. when 
the flowers were transfered from DD to LL. Here we have described 
two phenomena; the initiation of a rhythmical movement (Fig. 5) and 
the suppression of the second maximum (Fig. 6). The former is clearly 
an effect produced by light absorbed by chlorophylls. The magnitude 
of oseillations in blue light is almost as great as that in red. The 
slightly lower effect of the blue light may be due to the fact that a small 
amount of the blue light is absorbed by the anthocyanin (compare absorp- 
tion spectrum, Fig. 11). The action spectrum for the suppression of the 
second maximal opening (Fig. 6) could be on the other hand an effect 
of light absorbed by phytochrome. There is practically no suppression 
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of the second maximum in blue light. The slight suppression observed 
at the wavelength 509 mu is obviously due to the red fluorescent light, 
which is exhibited by the flowers at this wavelength. 


The graph in Fig. 7 showing the width of the flowers after 5 days of 
LL demonstrates a very high effect of red light. That this effect could 
be due to light absorbed by phytochrome may be seen from the fact that 
far red light given simultaneously with the red reduces the high effect in 
red to that of the blue. It has already been mentioned that in this case 
the higher effect means a greater closure. Note the similarity of this 
graph to that in Fig. 6 showing the amount of suppression of the second 
maximal opening. It is evident that this suppression has no direct 
connection with the rhythmical motion but is due to a superposition of 
the general closing tendency upon the rhythmical motion. The graph 
in Fig. 7 shows that this closing tendency is mainly invoked by red light. 
And hence it is also understandable why the suppression of the second 
maximum (Fig. 12) takes place in this region. 

In the next series of experiments it has been demonstrated that a 
rhythmical movement can be induced by transfering the flowers from 
LL to DD. The movement in this case is of quite a different nature: 
1. the first opening movement lasts for about 18 hr and the magnitude 
of the movement ist also much greater; 2. there is a general tendency 
of opening (dark effect) and 3. the amplitude of oscillations is in general 
greater. 

The magnitude of the first opening movements seems to depend 
upon the width at the end of LL. Those flowers which were strongly 
closed also show a strong opening movement as is shown by the flowers 
kept in red LL before being transfered to DD. 

The rhythmical movement which sets in after this initial opening 
appears to be an effect of light absorbed by chlorophyll (Fig. 10). That 
the phytochrome is not responsible for this effect is demonstrated by the 
fact that the combined simultaneous radiation of red (660 mu) and far 
red (745 my) has even a greater effect than the red light (660 my) alone. 
Those flowers which were closed at the end of the LL show a general 
tendency to open during DD, thus giving again a superimposed graph 
(see Fig. 12b). After 5 days of DD movements come to a standstill and 
all the flowers show the same width. 


From this investigation several new questions arise, the answers to 
which might be of fundamental interest. One of these, for instance, 
concerns the organ which actually absorbs the light and induces the 
phenomena discussed above. It might be worth while cutting the 
calyx and seeing if the corolla alone also reacts in the same way as the 
intact flowers. This has been avoided here because of the difficulty 
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in keeping the flowers without calyces in good condition. This perhaps 
may be possible by supplementary feeding with sugar. 

Similarly it can be questioned whether chlorophyll directs the 
rhythmical motion of the petals. Chlorophyll controls photosynthesis, 
and the different responses to different wavelengths could possibly be 
due to the presence of differing amounts of photosynthetic products in 
the organs. Or they might also be due to changes in px value resulting 
from the photosynthetic activity. This could be checked in several 
ways: by supplying sugar to the flowers, by using mutants in which 
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Fig. 12. Diagrams demonstrating how a superimposition of two different effects could lead 
to the effects observed in red light. (Explanation in text) 





chlorophyll is lacking, or by using such agents as streptomycin which 
inhibits chlorophyll production. As far as feeding with sugar goes, Bünsow 
(1953a) has shown that flowers keep on oscillating for a much longer 
time in DD if the inflorescences are supplied with sugar. It has been 
reported in the case of the alga Gonyaulax that the diurnal periodicity 
is also affected by light absorbed by chlorophyll (SWEENEY et al., 1959). 
Production and cultivation of chlorophyll free mutants of an unicellular 
alga is far easier than that of higher plants; and it may, therefore, prove 
to be easier to check this point with, for example, Gonyaulax than with 
Kalanchoe flowers. 

A third point still unexplained is the amount of screening by the 
anthocyanin. This pigment occurs practically only in the upper epider- 
mis of the flowers. In the present investigation the flowers were illu- 
minated from above. By illuminating them from below somewhat 
different results (e.g. a higher effect in blue light) might Le obtained, 
giving thus at least qualitatively some idea of the amount of screening 
effect to anthocyanin. 

A still further point worth mentioning is the fact that the angle 
of incidence of light on the petals is continuously changing due to their 
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movement. This means that the amount of incident energy/sec per 
flower is not constant. A fully open flower receives a much broader 
beam of light than a closed one. This changing incident energy could be 
used as an explanation for a self sustaining oscillation. However, that 
this is not the case is shown by a transfer from LL to DD; for a self 
sustaining oscillation due to continuously changing intensities is ob- 
viously impossible in DD. 


Summary 


The approximately diurnal movements of the flowers of Kalanchoe 
blossfeldiana come to a standstill after several days if they are kept in 
continuous light (LL) or darkness (DD). In LL (“White”) the flowers are 
closed and in DD they are opened. The rhythmical movement can be 
reinitiated by transfering the flowers from one continuous condition 
to the other. 


In the present investigation we have studied the effects of various 
wavelengths of light upon this phenomenon. The results were as follows: 


1. The induced rhythmical movement in the case of a transfer from 
DD to LL as well as in the case of a transfer from LL to DD is controlled 
by light absorbed by the chlorophylis. 


2. The general tendency of the flowers to close their corollas during 
LL is induced by red light acting most probably through the agency 
of phytochrome. 


Zusammenfassung 


Die tagesperiodische Blütenblattbewegung bei Kalanchoe blossfeldinana hört 
nach einigen Tagen Dauerlicht (LL) oder Dauerdunkel (DD) auf. Im LL (‚‚weiß‘“) 
sind die Blüten dann geschlossen, im DD-geöffnet. Die rhythmische Bewegung 
kann wieder ausgelöst werden durch den einmaligen Übergang von einer Dauer- 
bedingung (DD oder LL) in die andere (LL oder DD). 

In der vorliegenden Arbeit haben wir die Wirkung verschiedener Wellen- 
längenbereiche des LL auf die Auslösung der Rhythmik untersucht. Es ergab sich: 

1. Sowohl beim Übergang von DD zu LL als auch beim Übergang von LL zu 
DD wird die Auslösung der rhythmischen Bewegung durch solches Licht kon- 
trolliert, das vom Chlorophyll absorbiert wird. 

2. Die allgemeine Tendenz der Blüten, sich in LL zu schließen, beruht auf dem 
Rotlicht. Höchstwahrscheinlich wirkt es über das Phytochromsystem. 


Note: While this paper was in press, the 25th Cold Spring Harbor Symposium 
on Quantitative Biology appeared, in which the paper of WırKıns includes a 
short synopsis of the effect of changes from light to darkness and vice verca. 


Die Arbeit wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft ermöglicht. 





Wir danken Herrn Prof. E. Binnie, ferner Herrn P. K. McNicot für die Durch- 
sicht des Manuskripts, Frl. R. Zimmer für ihre Hilfe bei der Durchführung der 
Versuche und Herrn R. Bünsow für Hinweise. 
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